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DETERMINAS;AO SIMULTAANEA DE SULFAMETOXAZOL E TRIMETOPRIMA EM
FORMULACOES FARMACEUTICAS POR ATR-FTIR E DRIFTS EMPREGANDO
CALIBRACAO MULTIVARIADA

AUTORA: FABIANA ERNESTINA BARCELLOS DA SILVA
ORIENTADOR: DR. ERICO MARLON DE MORAES FLORES
Data e local da defesa: Santa Maria, 10 de margo de 2008.

Neste trabalho foram desenvolvidos modelos de calibragcdo por minimos quadrados
parciais (PLS) para a determinagcdo simultdanea de sulfametoxazol (SMZ) e
trimetoprima (TMP) em medicamentos. Métodos de selecdo de variaveis, como o
método por minimos quadrados parciais por intervalo (iPLS) e o método dos
minimos quadrados parciais por sinergismo de intervalos (siPLS) foram aplicados
para selecionar regido(des) do espectro no infravermelho que apresente(m) melhor
correlagdo com cada uma das substancias ativas estudados. Um total de 49
amostras sintéticas e 15 amostras comerciais foi empregado para compor os
conjuntos de calibragdo e de previsdo, sendo consideradas as faixas de
concentracdo de 400 a 900 mg g™ para o sulfametoxazol e de 80 a 240 mg g™’ para
a trimetoprima. Os dados espectrais foram adquiridos na faixa de 650 a 4000 cm™
com resolucdo de 2 cm™ por espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier empregando-se um acessorio de reflectancia total atenuada (ATR-FTIR) e
600 a 4000 cm™ com resolucdo de 4 cm™ por espectroscopia no infravermelho por
reflexdo difusa (DRIFTS). Os dados obtidos foram comparados com o método oficial
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Um erro de previsdo (RMSEP)
de 13,18 mg g para SMZ e 6,03 mg g~ para TMP foi obtido apds selegdo dos
melhores intervalos por siPLS para dados obtidos por ATR-FTIR. Um RMSEP de
13,03 mg g' para SMZ e 4,88 mg g' para TMP foi obtido apds selecdo dos
melhores intervalos por siPLS para dados obtidos por DRIFTS. Os resultados
mostraram que modelos de regressdo PLS (associados a métodos de selegdo de
variaveis, como iPLS e siPLS) combinados com ATR-FTIR ou DRIFTS séao
promissores no desenvolvimento de metodologias mais simples, rapidas e nao
destrutivas. Estes modelos podem ser aplicados para a determinagao simultanea de
SMZ e TMP em formulagbes farmacéuticas.
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SIMULTANEOUS DETERMINATION OF SULPHAMETHOXAZOLE AND
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A partial least-squares calibration (PLS) procedure in combination with infrared
spectroscopy has been developed for simultaneous determination of
sulphamethoxazole (SMZ) and trimethoprim (TMP) in raw material powder mixtures
used in commercial pharmaceutical products. Multivariate calibration modeling
procedures, interval partial least squares (iPLS) and synergy partial least squares
(siPLS), were applied to select a spectral range that provided the lowest prediction
error in comparison to the full-spectrum model. The experimental matrix was
constructed using 49 synthetic samples and 15 commercial samples. The considered
concentration ranges were 400 to 900 mg g~ SMZ and 80 to 240 mg g TMP.
Spectral data were recorded between 650 and 4000 cm™ with a 2 cm™ resolution by
Fourier transform infrared spectroscopy coupled with attenuated total reflectance
(ATR-FTIR) and 600 and 4000 cm™ with a 4 cm™ resolution by diffuse reflectance
infrared Fourier transform spectroscopy (DRIFTS). The proposed procedures were
compared with conventional procedure by high performance liquid chromatography
(HPLC). A root mean square error of prediction (RMSEP) of 13.18 mg g'1 for SMZ
and 6.03 mg g™ for TMP was obtained after selection of better intervals by siPLS for
ATR-FTIR and 13.03 mg g for SMZ and 4.88 mg g™ for TMP after selection of better
intervals by siPLS for DRIFTS. Results showed that PLS regression model
(associated with iPLS and siPLS regression models) combined to ATR-FTIR or
DRIFTS are relatively simple, rapid and accurate procedures. These procedures
could be applied to the simultaneous determination of SMZ and TMP in routine
quality control of powder mixtures.



1. INTRODUCAO

O conceito de controle de qualidade de produtos farmacéuticos consiste no
esforgo organizado dentro de uma empresa, no sentido de projetar, produzir, manter
e assegurar as caracteristicas especificadas em cada unidade do produto distribuido
para comercializagdo''®. Para tanto, érgdos oficiais como Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Farmacopéias (de diferentes paises) e o Food and
Drug Administration (FDA) determinam e orientam parémetros a serem adotados
pelas industrias farmacéuticas, principalmente aqueles relacionados aos métodos de
anadlise necessarios para o controle de qualidade das diferentes formas
farmacéuticas.

Diversos parametros no controle de qualidade de medicamentos podem ser
controlados empregando a espectroscopia no infravermelho (IR). Suas vantagens
tém sido reconhecidas, principalmente apds a iniciativa do FDA em promover
discussbes a respeito da Tecnologia Analitica de Processos (PAT, do inglés
“Process Analytical Technology”), que consiste em um sistema para controle de
qualidade através de analises durante o processo de produgédo, com o objetivo de
garantir a qualidade final do produto. Para tanto, sdo necessarios métodos
analiticos, que possam fornecer informacées imediatas®:'":13° A espectroscopia no
IR possui as vantagens descritas acima, principalmente quando associada as
técnicas de reflectancia. Esta técnica permite redugao do uso de solventes, menor
pré-tratamento da amostras e maior rapidez na analise. Neste contexto, os métodos
por reflexdo difusa no IR proximo (NIRRS, do inglés “near infrared reflectance
spectroscopy”), reflexdo difusa no IR médio (DRIFTS, do inglés “diffuse reflectance
Fourier transform spectroscopy”) e reflexdo total atenuada no IR médio (ATR-FTIR,
do inglés “Fourier transform infrared — attenuated total reflectance”) sdo apontados
como alternativas aos métodos oficiais, em fungdo destes ndo empregarem
reagentes quimicos, serem rapidos, nao destrutivos e utilizarem poucos miligramas

131

de amostra para a sua realizagcdo °'. Além disso, em virtude da natureza do sinal, a

"8 Pinto, T. J. A.; Kaneko, T. M.; Ohara, M. T.; Controle Biologico de Qualidade de Produtos Farmacéuticos, Correlatos e

Cosmeéticos, 2000, 15-42.
% | undstedt-Enkel, K. et al, Chemom. Intell. Lab. Syst. 84 (2006) 201-207.
" Blanco, M.; Alcala, M.; Eur. J. Pharm. Sci. 27 (2006) 280-286.
39 \Wold, S. et al, Chemom. Intell. Lab. Syst. 84 (2006) 159-163.
3! Souza, J. S.; Ferrdo, M. F., Rev. Bras. Ciénc. Farm. 42 (2006) 437-445.
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espectroscopia no IR ainda permite a determinagdo simultdnea de parametros
fisicos e quimicos, para um mesmo conjunto de dados™®:1%.

A determinagao de analitos por espectroscopia no IR de misturas complexas
requer o uso de métodos de calibracdo multivariada, em virtude do tipo de
informacéo espectral fornecida (espectros com sobreposigédo de sinais) e do grande
namero de variaveis (o que dificulta a utilizacdo de métodos de regressao linear
multipla)®®. Desta forma, métodos de calibracdo multivariada como Regress&o por
Componentes Principais (PCR, do inglés “Principal Component Regression”) ou
regresséo por Minimos Quadrados Parciais (PLS, do inlgés “Partial Least Squares”)
podem ser utilizados, pois proporcionam a obtencdo de informacao util em um
conjunto complexo de dados. Esta informag&o pode, ainda, ser otimizada através de
métodos de selec¢do de varidaveis, na qual um subconjunto de numeros de onda com
informacdes pertinentes ao sistema analisado é selecionado e as informacdes nulas
ou redundantes sdo descartadas, gerando modelos mais estaveis. Entre os métodos
de selecdo de variaveis, descritos na literatura, aqueles que tém por principio
dividirem o espectro em regides equidistantes e buscar a informagao através da
construcdo de modelos de calibracdo com os subintervalos ou, a partir da
combinagao destes, se destacam pela facilidade na aplicagdo e possibilidade de
interpretacao da relacao entre o modelo e a composi¢cdo da amostra.

A informacgao obtida a partir de espectros na regido do IR médio pode facilitar
a interpretacao da relagao existente entre a regidao do espectro selecionada para
construgao de um modelo de calibragdo multivariada e a composi¢cdo quimica da
amostra, quando comparada a espectroscopia no IR proximo. Porém, em virtude da
natureza do sinal, as sobreposicdes espectrais entre analito e interferentes podem
dificultar esta interpretacao. Atribui-se ao exposto acima, o fato da espectroscopia no
IR médio ser, ainda, pouco explorada na literatura para a quantificagao de farmacos,
principalmente quando estes estdo presentes em associagdes nas formas
farmacéuticas, formando misturas complexas®2 90126
A associagado entre sulfametoxazol (SMZ) e trimetoprima (TMP) € utilizada

para o tratamento de infec¢des, sendo comercializada na forma de comprimidos,

'S Blanco, M. et al., Analyst 123 (1998) 2307-2312.

'3 Wartewig, S.; Neubert, R. H. H., Adv. Drug Deliver. Rev. 57 (2005)1144-1170.
% Gemperline, P, Practical guide to chemometrics, New York, 2006, 140-145.

®  Armenta, S. et al., Anal. Chim. Acta 545 (2005) 99-106.

7 Boyer, C. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 40 (2006) 433-437.

% | undstedt-Enkel, K. et al., Chemom. Intell. Lab. Syst. 84 (2006) 201-207.

12 salari, A.; Young, R. E., Int. J. Pharm. 163 (1998) 157-166.
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suspensdes e solugdes intravenosas. Segundo os cédigos oficiais vigentes no pais,
a determinagdo simultdnea dos farmacos pode ser realizada por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés “High performance liquid
chromatography”), sendo este o procedimento adotado pelas industrias
farmacéuticas, de uma forma geral, para a quantificagdo dos farmacos. Porém, este
tipo de analise ndo permite a correcdo de possiveis defeitos no produto final, ou
durante o processo de fabricacdo do mesmo, sem a necessidade de manipulagao de
solventes e preparos que podem consumir tempo.

Até o presente momento, a determinagao simultanea por ATR-FTIR (a partir
de um mesmo conjunto de dados) de associacbes contendo SMZ e TMP na forma
sodlida, n&o foi descrita na literatura, sendo o uso da técnica de reflexdo atenuada
pouco difundida na analise de pds, de uma forma geral. A espectroscopia no IR por
refletdncia difusa € mais utilizada na analise de pds farmacéuticos, principalmente

)18,19,25,36,51,92,122

na regiao do infravermelho préximo (NIRRS e na determinacao de

)87:107.118.131 * Entretanto, o

amostras solidas por infravermelho médio (DRIFTS
desenvolvimento de um método para a determinagdo dos farmacos em questéo, (na

forma de po) por DRIFTS, permanece pouco explorado na literatura®?.

'8 Blanco, M. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 22 (2000) 139-148.

¥ Blanco, M.; Gozalez Bafid, R.; Bertran, E., Talanta 56 (2002) 203-212.

% Bogomolov, A.; Hachey, M. , Chemom. Intell. Lab. Syst. 88 (2007) 132-142.
% Chalus, P. et al., Talanta, 66 (5) (2005) 1294-1302.

" Feng, Y.; Hu, C., J. Pharm. Biomed. Anal. 41 (2006) 373-384.

92 McGoverin, C. M. et al., Vib. Spectrosc. 41 (2006) 225-231.

'22 Roggo, Y. et al., Pharm. Biomed. Anal. 44 (2007) 683-700.

8 i, W.; Worosila, G. D., Int. J. Pharm. 295 (2005) 213-219.

% parisotto, G. et al., Rev. Bras. Ciénc. Farm. 43 (2007) 89-96.

"8 Polianen, K. et al., Anal. Chim. Acta 544 (2005) 108-117.

3! Souza, J. S.; Ferrdo, M. F., Rev. Bras. Ciénc. Farm. 42 (2006) 437-445.

2 Cordeiro, G. A., Dissertagdo de Mestrado. Universidade Federal do Parana, Curitiba — PR, 2006.



2. OBJETIVO

Esta tese tem por objetivo o desenvolvimento de métodos analiticos
alternativos para a determinag&o simultédnea dos farmacos SMZ e TMP em amostras
de comprimidos, através da utilizacdo de espectroscopia no infravermelho médio,
associada com técnicas de reflexdo (DRIFTS e ATR-FTIR). Para tal procedimento
foram utilizados dois algoritmos de selecdo de variaveis, o método dos minimos
quadrados parciais por intervalo (iPLS, do inglés “Interval Partial Least Squares”)'®
e 0 método dos minimos quadrados parciais por sinergismo de intervalos (siPLS, do

inglés “Synergical Interval Partial Least Squares”)®’.

'%2 Norgaard, L. et al., Appl. Spectrosc. 54 (2000) 413-419.
¥ Munck, L. et al., Anal. Chim. Acta 446 (2001) 169-184.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Controle de qualidade de produtos farmacéuticos

O controle de qualidade em industrias farmacéuticas faz parte de um conjunto
de agdes denominada Boas Praticas de Fabricagdo (BPF), dirigida no sentido de
diminuir os riscos inerentes a cada etapa do processo e pode ser dividido em duas
etapas bem caracteristicas: o controle de qualidade da formulagdo durante o
processo de produgdo e o controle de qualidade do produto final. Para as duas
etapas, ha exigéncia, por parte dos 6rgédos reguladores, de métodos de analise
confiaveis e robustos e que possam ser utilizados na rotina para assegurar a
qualidade do produto final®®.

Entre as técnicas mais utilizadas pela industria farmacéutica no controle de
qualidade do produto final, destaca-se a cromatografia liquida, devido principalmente
a capacidade de separacdo dos analitos, permitindo a analise de misturas
complexas.

A associagao entre dois ou mais farmacos é um recurso terapéutico bastante
comum, utilizado na maioria das vezes, com o objetivo de potencializar a agéo
esperada do medicamento. Varios exemplos de associagcbes de farmacos estao
descritas na literatura, como horménios, vitaminas, antimicrobianos, entre outros.
Geralmente, estes farmacos sao estruturas quimicas com forte absor¢géo na regiao
do ultravioleta e/ou infravermelho, sendo necessaria uma etapa de separagao
anterior a quantificacdo dos mesmos. Como mencionado anteriormente, a
cromatografia liquida é considerada uma técnica apropriada para a analise deste
tipo de associagao, ja que promove a separagao fisica dos compostos e permite a
quantificagdo dos mesmos através de uma unica resposta do detector (também
conhecido como método de calibragdo univariada). Atualmente, os avancgos
instrumentais na area da cromatografia liquida permitem analises mais eficientes e

robustas. Entretanto, tal método envolve o uso de reagentes toxicos, além de

%0 BRASIL. RDC 210, de 04 de agosto de 2003. Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF, 2003.
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tempos de analise relativamente longos, ndo sendo adequada para inclusdo na
etapa de controle do processo de producao.

Métodos de analise para preparagdes farmacéuticas contendo a associacao
entre SMZ e TMP sao descritos nas farmacopéias norte-americana (USP, do inglés
“United States Pharmacopoeia”), britanica (BP, do inglés “British Pharmacopoeia”),
brasileira (FB, Farmacopéia Brasileira) e européia (EP, do inglés “European
Pharmacopoeia”). Segundo a Farmacopéia Brasileira 42 edigdo®, trés métodos s&o

descritos para o doseamento de comprimidos contendo a associacao:

1) Por espectrofotometria de absorgdo no ultravioleta: este procedimento é
sugerido para o doseamento da trimetoprima na associacédo e envolve
duas etapas de extracdo (com cloroférmio e acido acético) antes da
medida da absorvancia da solucao resultante.

2) Por titulagdo em meio ndo-aquoso: este procedimento € sugerido para o
doseamento do sulfametoxazol na associagao e envolve a solubilizagdo da
amostra com acido acético glacial e titulagdo com nitrito de sédio.

3) Por cromatografia liquida de alta eficiéncia: este procedimento € sugerido
para o doseamento da associagao e envolve a separacdo dos analitos por
cromatografia em fase reversa, utilizando coluna de silica ligada a grupo
octadecilsilano e fase movel formada pela mistura de agua, acetonitrila e
trietilamina.

Diversos métodos analiticos alternativos tém sido desenvolvidos para a
determinacao de SMZ e TMP em preparagdes farmacéuticas. Nestas quantificagdes
tém sido empregados métodos simples, através da espectrofotometria (baseados na
formacdo de um derivado avermelhado pela diazotagdo de sulfonamidas)®,

3.1 espectrofotometria derivativa® e voltametria®*. Para todos

cromatografia liquida
0os métodos acima citados, existe a necessidade de uma etapa prévia de preparo da
amostra.

Métodos alternativos que possam ser utilizados em controle de processo séo
uteis, uma vez que substituem uma das etapas no controle destes produtos,

permitindo determinagdes em menor tempo e reduzindo os custos referentes ao

*® Farmacopéia Brasileira: parte Il, quarto fasciculo. 4. ed, 2003.

% Nagaraja, P. et al., Eur. J. Pharm. Biopharm. 53 (2002) 187-192.

s Akay, C.; Ozkan, S. A., J. Pharm. Biomed. Anal. 30 (2002)1207-1213.

® Garcia-Alvarez-Coque, M. C. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 13 (1995) 237-245.

% Granero, G.; Garnero, C.; Longhi, M., J. Pharm. Biomed. Anal. 29 (2002) 51-59.

s Carapuga, H. M.; Cabral, D. J.; Rocha, L. S., J. Pharm. Biomed. Anal. 38 (2005) 364-369.
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consumo de reagentes. As técnicas de refletdncia no IR permitem a analise de
amostras sem necessidade de preparo da mesma, sendo que, para alguns
equipamentos o acoplamento de sensores permite determinagdes in-line, ou seja, o

133 Estas técnicas

sensor encontra-se em contato direto com a linha do processo
fornecem informacdes qualitativas e quantitativas importantes a respeito de sistemas
complexos (como mistura de farmacos) e possibilitam a analise de amostras no
estado solido, semi-sélido e liquido sem a necessidade de utilizagcdo de uma etapa
prévia de diluicio com brometo de potassio (KBr), como em analises por
transmissao, sendo considerada promissora quando aplicada em rotinas de controle

de qualidade em indUstrias®®.
3.2. Farmacos antimicrobianos

O termo quimioterapia refere-se ao uso de compostos quimicos sintéticos
capazes de destruir agentes infecciosos. O termo inclui os chamados agentes
antimicrobianos, que sao capazes de destruir ou inibir o crescimento de
microorganismos. Entre os diferentes modos de agc&o dos farmacos antimicrobianos,
as sulfonamidas e a trimetoprima se caracterizam por interferirem na sintese ou na
acao do folato, impedindo o crescimento bacteriano por interrupcédo de uma etapa
metabolica essencial°.

As sulfonamidas antimicrobianas clinicamente uteis derivam da sulfanilamida
por substituicdo do componente amida (SO,NHR). A sulfanilamida € um analogo
estrutural do acido p-aminobenzéico (PABA), que é essencial para a sintese de
acido félico nas bactérias. As sulfonamidas competem com o PABA pela enzima
diidropteroato sintetase, inibindo o metabolismo das bactérias. O SMZ constitui um
exemplo de sulfonamida com acao antimicrobiana que € administrado associado a
TMP. A TMP tem acdo antimicrobiana em etapa metabdlica posterior as
sulfonamidas agirem em tal via'®.

A associagédo entre SMZ e TMP é comercializada na forma de comprimidos,
suspensodes e solucdes intravenosas, sendo indicada no tratamento de bronquites,
otites, infecgdes urinarias, gastrintestinais e outros tipos de infecgdes'®. Segundo a

ANVISA, estdo disponiveis no mercado nacional 7 apresentacbes da associagao

'3 Trevisan, M. G.; Poppi, R. J., Quim. Nova, 29 (2006) 1065-1071.

% Borin, A.; Poppi, R. J., Vib. Spectrosc. 37 (2005) 27-32.

® Katzung, B. G.; Voeux, P. L.; Farmacologia basica & clinica. Rio de Janeiro, 2003, 15-25.

'20 Rang, H. P.; Dale, M. M.; Ritter, J. M.; Farmacologia, Rio de Janeiro, 2001, 15-32.

%4 O'Neil, M. J.; Smith, A.; Heckelman, P. E.;, Budavari, S.; The Merck Indexl, USA, 2001, 1151-1198.
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classificadas como medicamento genérico e outras 45 apresentagdes classificadas
como medicamento similar, além da associagdo produzida por laboratério

multinacional, classificada como medicamento de referéncia®.
3.3. Espectroscopia no infravermelho

A regidao do espectro eletromagnético correspondente ao infravermelho se
estende de, aproximadamente, 12800 a 10 cm™ (0,78 um a 1000 um). A regido
compreendida entre 10 e 200 cm™ é conhecida como infravermelho distante (do
inglés Far IR - FIR), a regido compreendida entre 200 e 4000 cm™ é conhecida como
infravermelho médio (do inglés Mid IR - MIR) e a regido compreendida entre 4000 e
12800 cm™ corresponde a regido conhecida como infravermelho préximo (do inglés
Near IR - NIR) (Tabela 1)"*°,

Tabela 1. Regides espectrais do infravermelho'.

) Faixa de numero Faixa de comprimento
Regiao “
de onda (cm™) de onda (um)
Proximo 12800 a 4000 0,78a2,5
Médio 4000 a 200 2,5a50
Distante ou longinquo 200a10 50 a 1000

A absor¢ao da radiagédo no infravermelho esta restrita a espécies moleculares
que apresentam pequena diferenga de energia entre os diversos estados
vibracionais ou rotacionais, ja que nao possui energia suficiente para promover
transi¢coes eletrobnicas como a radiagao ultravioleta ou visivel. Portanto, para que
uma molécula absorva radiagdo no infravermelho € necessario que exista alteracao
do momento de dipolo elétrico como consequéncia de seu movimento vibracional ou
rotacional, resultando em absorgdo da energia radiante'.

Dois tipos principais de vibracbes podem ocorrer a partir da absor¢cdo da
radiacdo no infravermelho: deformagdes axiais (estiramentos) e deformacdes
angulares. Uma vibragcdo de deformagéo axial consiste na mudanga continua na

distancia interatbmica ao longo do eixo da ligagao entre dois atomos, aumentando e

5 ANVISA. Bulario Eletrénico Nacional, 2007.

130 Skoog, D.; Holler, F. J.; Nieman, T. A.; Principles of instrumental analysis, Orlando, 1998, 380-403.
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diminuindo alternadamente, podendo ser de dois tipos: o estiramento simétrico (vs)
que provoca um movimento harménico da distancia interatbmica e o estiramento
assimétrico (vas) que promove um movimento desarmdnico da distancia
interatdmica’’. As vibracdes de deformacdo angular consistem na mudanca do
angulo entre duas ligagdes, podendo ser classificadas em quatro tipos de vibragdes
fundamentais (que apresentam denominagbes caracteristicas em relacdo ao
movimento): deformagao angular simétrica no plano (p, balango) e fora do plano (w,
sacudida), e deformacéo angular assimétrica no plano (8, tesoura) e fora do plano (r,
torcd0)'°. Para a regido NIR, os sinais consistem basicamente de sobretons e
bandas de combinacéo de estiramentos e deformacdes das vibragcbes fundamentais
da regiao MIR.

Durante muitos anos, os espectrdmetros de infravermelho eram do tipo
dispersivo. Os espectros eram obtidos com o auxilio de um feixe de luz
infravermelho passado através da amostra e a radiacado transmitida por dispersao
em uma rede de difracdo’®®. Estes espectrometros estdo em desuso, sendo
gradualmente substituidos por espectrometros com transformada de Fourier (FT)’. A
combinagdo de FT e da nova geometria dos espectrémetros com a utilizagdo do
interferémetro de Michelson permitiu a obtengao de espectros com enorme ganho de
tempo e menos ruidosos. Estes fatores, aliados ao grande desenvolvimento da
eletrbnica e da informatica, possibilitaram o desenvolvimento de novos algoritmos,
tornando os espectrdmetros mais rapidos e robustos'*.

A Figura 1 mostra o esquema do interferbmetro de Michelson, onde a
radiacdo emitida pela fonte passa por um divisor de feixe, que direciona 50% da
radiacao para um espelho fixo e outros 50% da radiagao para um espelho mével. A
radiacao é refletida pelos espelhos, retornando ao divisor de feixes, onde se
recombinam e sofrem interferéncia. A diferenga na distdncia seguida pelas duas
ondas no interferdbmetro € chamada de atraso (5) e o grafico da intensidade da

radiacdo registrada pelo detector versus o atraso é denominada interferograma’*.

130 Skoog, D.; Holler, F. J.; Nieman, T. A.; Principles of instrumental analysis, Orlando, 1998, 380-403.

' Silverstein, R. M.; Webster, F. X.; Kiemlle, D. J.; Identificacdo Espectrofotométrica de Compostos Organicos, Rio de Janeiro,
2006, 138-141.

" Barbosa, L. C. A Espectroscopia no infravermelho: na caracterizagdo de compostos organicos, 2007, 25-43.

'3 Voort, F. R., Food Res. Int. 25 (1992) 397-403.
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Figura 1. Esquema do interferdmetro de Michelson (adaptada da ref. 134).

Apo6s a construgdo do interferograma, utiliza-se um procedimento matematico,
a FT para a obtencédo de um espectro convencional, passivel de interpretacdo’ 3. A
partir do tratamento matematico do sinal pela FT, os espectros apresentam melhor
razao sinal-ruido, sendo obtidos em poucos segundos, com maior resolugéo e
precisdo nas medidas de nimero de onda’".

Espectrdmetros que operam na regido do infravermelho médio podem fornecer
espectros a partir de dois modos distintos, relacionados a forma como a radiacao
atinge a amostra: transmisséo ou reflexao’.

No modo de transmissdo, a radiacdo atravessa a amostra, sendo parte
absorvida e parte transmitida. A amostra é preparada na forma de pastilhas
prensadas juntamente com um material inerte, geralmente brometo de potassio
(KBr). Este método € o mais utilizado para identificacdo de compostos quimicos,
sendo indicado por cddigos oficiais como método de escolha para identificagdo de
matérias-primas farmacéuticas, na forma sélida. Para fins quantitativos, este método
pode apresentar dificuldade de utilizagcdo em fungado da necessidade de preparo da
amostra (confecgdo da pastilha) e reprodutibilidade dos resultados. Além disso,
existe uma limitagdo do uso deste modo para amostras semi-sélidas e liquidas’.

No modo de reflexdo, o feixe incidente penetra a superficie da amostra

interagindo com a matriz e retornando a superficie da mesma, apés absorcgao parcial

'3 Voort, F. R., Food Res. Int. 25 (1992) 397-403.
Barbosa, L. C. A.; Espectroscopia no infravermelho: na caracterizagdo de compostos organicos, 2007, 25-43.
" Harris, C. D.; Andlise Quimica Quantitativa, Rio de Janeiro, 1999, 225-248.
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da radiacao. Desta forma, as técnicas de reflexao ndo exigem preparo da amostra e
podem ser utilizadas para amostras soélidas ou liquidas. Pode ser aplicada também
para obtencdo de espectros de materiais altamente absorventes, sendo uteis tanto
em analises qualitativas como quantitativas. As técnicas de reflexdo mais utilizadas
para obtencao de espectros sao: reflexdo especular, reflexdo difusa e reflexao total
atenuada’.

Tendo em vista que, para a realizagdo deste trabalho foram utilizados os
acessorios de reflexdo total atenuada e reflexdo difusa, a seguir serdo abordadas

caracteristicas relevantes a estas técnicas.
3.3.1. Reflexdo total atenuada

A técnica de reflexdo total atenuada (ATR, do inglés “attenuated total
reflection), desenvolvida simultdnea e independentemente por Harrick”® e
Fahrenfort*®, & um tipo de espectroscopia de reflexdo no qual a amostra é colocada
em contato com um elemento de reflexao interna (IRE, do inglés “internal reflection
element”) de alto indice de refragdo. A radiagao infravermelha é focada no IRE,
refletida através dele e, entdo, direcionada ao detector’. A técnica esta baseada na
reflexdo total da energia a partir da incidéncia da radiacdo no material com alto
indice de refracdo (prismas de seleneto de zinco ou germanio, entre outros
materiais) sob determinado angulo. O IRE deve ser composto por um material de
alto indice de refracdo, para que somente uma pequena parte do feixe de radiagao
incidente seja refletido ao atingir o prisma.

A luz infravermelha refletida pelo prisma consegue interagir com a superficie
da amostra colocada sobre este. Nas frequéncias em que tal material absorver
energia ocorre a atenuacdo de intensidade (também denominada atenuacdo do
campo evanescente), responsavel pela geragédo do espectro.

A Figura 2 ilustra a reflexdo total atenuada através do emprego de um IRE>?.

” Barbosa, L. C. A.; Espectroscopia no infravermelho: na caracterizagdo de compostos orgéanicos, 2007, 25-43.
™ Harrick, N. J., J. Phys. Chem. US, (64) (1960) 60-71.

“® Fahrenfort, J., Spectrochim. Acta 17 (1961) 698-709.

™ Hind, A. R., Adv. Colloid Interfac. 93 (2001) 91-114.

%2 Ferrdo, M. F.; Tese de doutorado. Universidade Estadual de Campinas, Campinas — SP, 2000.
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Amostra

Figura 2. Representagao da reflexdo em um elemento de reflexdo interna (adaptado da ref. 52)

A principal vantagem da técnica é que, por refletir a radiagdo, praticamente
dispensa preparo de amostra, permitindo analise de solidos e de liquidos®. Além
disso, permite a obtencdo de espectros de materiais espessos e fortemente
absorventes, dificeis de serem analisados através da espectroscopia por
transmissao, possibilitando a obtencdo de espectros com boa qualidade e tornando
possivel sua utilizagdo em diversas aplicagdes analiticas®,

Algumas condigdes sao necessarias para que o fendmeno de reflexao interna
seja observado. No momento em que a radiagéo entra no prisma, esta sera refletida
internamente®*. Aplicando-se a lei de Snell, para um indice de refracéo tal que n, >
n3, 0 angulo de refragdo € imaginario para valores do angulo de incidéncia tal que

satisfaca a Equacao 1.

6, >sen™(n, /n,) (1)

O angulo acima do qual esta onda refratada deixa de ser real € denominado

de angulo critico (60) e é expresso conforme Equacao 2.

6. =sen™(n, /n,) (2)

Nestas condi¢cdes o feixe € totalmente refletido na interface ns/n,. Porém,
parte da radiacdo penetra determinada distdncia no meio menos denso (n3),

caracterizando o fenbmeno denominado “decaimento do campo ou onda

2 Ferrao, M. F.; Tese de doutorado. Universidade Estadual de Campinas, Campinas — SP, 2000.
 Mirabella, F. M., Appl. Spectrosc. Rev. 21 (1985) 45-178.
% Ferréo, M. F., Tecno-lég. 5 (2001) 63-85.
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evanescente”’*. Na regido do infravermelho onde a amostra absorve energia, a onda
evanescente sera atenuada e o espectro da amostra em contato com o IRE pode
entdo ser obtido. As propriedades do campo evanescente sdo mostradas na Figura
3.

i i
0
Elemento Ey0
de ATR )
I I Ex0
Amostra EzO
Decaimento
n 1 do campo
3 i
i evanescente
Z E/Eo

Figura 3. Representagdo da propagagdo da radiagido infravermelha através de um elemento de

reflexdo interna (adaptado da ref. 94).

A profundidade de penetragdo da onda evanescente no segundo meio pode
ser quantitativamente definida em termos da distdncia requerida para que a
intensidade do campo elétrico decaia de um fator € (37%) do valor inicial, sendo

calculada conforme Equagéo 3’.

D, - e 3)

" 27Zﬂ2\/sen29 (n,/n,)

Em que:

D, = profundidade de penetragéo, geralmente em pm;

A = comprimento de onda, geralmente em um;

n,/n, =razao entre os indices de refragdo da amostra n, e do IREn,;

8 = angulo de incidéncia da radiagao.

Existem inumeros prismas de IRE e uma variedade de acessorios

desenvolvidos para obter espectros de materiais liquidos, sdélidos e viscosos para

™ Hind, A. R., Adv. Colloid Interfac. 93 (2001) 91-114.
 Mirabella, F. M., Appl. Spectrosc. Rev. 21 (1985) 45-178.
" Barbosa, L. C. A.; Espectroscopia no infravermelho: na caracterizagio de compostos organicos, 2007, 25-43.
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diversos tipos de amostras. Na Tabela 2 s&o apresentadas as diferentes
composi¢des dos prismas de IRE disponiveis, e caracteristicas a eles relacionadas,
sendo determinante para sua escolha a amostra que se deseja analisar. Um dos

materiais mais comumente utilizados é o seleneto de zinco®*'"°.

Tabela 2. Principais caracteristicas das diferentes composi¢cdes dos prismas de elementos de

reflexao interna disponiveis. *

Profundidade de

. Dureza, Faixa espectral, indice de ~ o Faixa
Composicao kg/mm? cm” reflectancia penetragao 457, de pH
1000 cm™,
AMTIR** 170 11000 - 630 2,5 1,7 1-9
Diamante 5700 30000 - 250 2,4 2,00 1-14
Diamante / ZnSe 5700 30000 - 525 24 2,00 1-14
Ge 780 5500 - 570 4,0 0,66 1-14
Si/ ZnSe 1150 8900 - 550 3,4 0,85 1-12
8900 - 1500
Si 1150 3,4 0,85 1-12
475 - 40
ZnSe 120 15000 - 520 2,4 2,00 5-9
* Adaptado de PIKE Technologies'™
** AMTIR (do inglés, amorphous material transmitting infrared radiation) ™

A reprodutibilidade dos espectros por ATR pode ser afetada por alguns
fatores como variagado da pressao aplicada sobre a amostra e a area de contato.
Portanto, a pressao aplicada deve ser padronizada durante a coleta do espectro,
para fins quantitativos®®. Um outro fator que influencia a intensidade das bandas e,
portanto, a reprodutibilidade dos espectros, € a area de contato entre o prisma e a
amostra. Deve-se tomar o cuidado de cobrir toda a area do prisma, garantindo a

reprodutibilidade necessaria para analises com fins quantitiativos®*.

3.3.2 Reflexdo difusa

A espectroscopia por refletancia difusa &, principalmente, utilizada na analise

de materiais sélidos pulverizados, sendo sua aplicacdo muito difundida na

% Mirabella, F. M., Appl. Spectrosc. Rev. 21 (1985) 45-178.

15 PIKE Technologies, http://www.piketch.com, acessado em 23/11/2007.
™ Hind, A. R., Adv. Colloid Interfac. 93 (2001) 91-114.

% Carlsson, D. J.; Wiles D. M., Can. J. Chem. 48 (1970) 2397-2406.
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literatura®®113118.132 pode ser utilizada associada a espectrémetros que operam na
regido do infravermelho proximo, conhecido como NIRRS®' ou associados a
espectrémetros que operam no infravermelho médio com Transformada de Fourier,
conhecido como DRIFTS'.

No processo de reflexdo difusa, o feixe incidente penetra na superficie da
amostra interagindo com a matriz. Quando a radiagéo infravermelha incide sobre a
amostra, uma parte da radiagao é refletida prontamente na sua superficie (fenbmeno
denominado reflexdo especular, onde o angulo de incidéncia e o angulo refletido
pela superficie sdo equivalentes). Uma segunda parte da radiagao incidente penetra
a superficie da amostra onde € parcialmente absorvida, sofre multiplos
espalhamentos nas interfaces das particulas individuais, retornando a superficie da

mesma, conforme ilustrado na Figura 4°*.

Figura 4. Representacdo de reflexdo especular e difusa de uma onda eletromagnética em uma

amostra particulada (adaptada da ref. 54).

Neste processo, o caminho 6ptico percorrido pela radiagao nao € constante e
depende da estrutura microscépica do material. Além disso, a amostra nao é
homogénea, provocando espalhamento da radiagéo’®.

A atenuacgao de parte da radiagdo por absorcdo no meio é dada pela lei de

Lambert-Burger, conforme Equacéo 4:

% Braga, J. W. B.;, Poppi, R. J., Quim. Nova, 27 (6) (2004) 1004-1011.

"3 Patel, A. D.; Luner, P. E.; Kemper, M. S., Int. J. Pharm. 206 (2000) 63-74.
"8 Polianen, K. et al., Anal. Chim. Acta 544 (2005) 108-117.

132 Spinacé, M. A. S. et al., Talanta, 69 (2006) 643-649.

5 Feng, Y.; Hu, C., J. Pharm. Biomed. Anal. 41 (2006) 373-384.

' Parisotto, G. et al., Rev. Bras. Ciénc. Farm. 43 (2007) 89-96.

® Ferrao, M. F., Tecno-l6g. 5 (2001) 63-85.

' pasikatan, M. C. et al., J. Near Infrared Spectrosc. 9 (2001) 153-164.
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o5 (4)

onde | representa a intensidade da radiagao, |y corresponde a intensidade da
radiacao incidente, ¢ representa o coeficiente de extingdo molar da amostra e 6 a
espessura média da camada.

O tamanho, a forma das particulas e o grau de compactagao afetam a
quantidade do material através do qual a radiacdo é refletida e absorvida. Uma
aproximacdo para descrever o comportamento da radiacdo que incide sobre
particulas é dada pela teoria de Kubelka-Munck>*.

O modelo de Kubelka-Munck relaciona o coeficiente de absorcédo (k) (que
expressa a informagédo quimica do sistema) e o espalhamento (s) (qQue expressa
informagéo relacionada ao tamanho da particula) com a reflectancia difusa da
amostra para uma espessura infinita (R.), de acordo com a Equagao 5:

(1-R,)? _k

) 2 (5)
F(R.) 2R, S

Este modelo assume que: (a) a radiagdo espalhada é isotropicamente
distribuida, (b) as particulas sdo randomicamente distribuidas e de tamanho inferior
a espessura da camada e (c) a camada esta sujeita somente a reflexao difusa. O
modelo é usado para estimar as propriedades de absorgao ou espalhamento de um
determinado material a partir da medida dos dados de reflectancia. A teoria
demonstra que a reflectdncia depende da razdo entre k e s e € inversamente
proporcional ao tamanho da particula’®.

Segundo Ferrao (2001)** o efeito de diferentes tamanhos de particulas sobre
a reflectdncia pode ser minimizado através de transformagdes no espectro como
aplicacao de primeira ou segunda derivada ou, ainda, a corregao por espalhamento
multiplicativo (MSC). E importante salientar que a reflexdo especular tem maior
intensidade na regido onde a amostra apresenta forte absorcdo e, neste caso,
podem ocorrer severas distorcdes no espectro obtido®*.

Para coleta do espectro por reflexdo difusa, a amostra pode ser analisada

diretamente ou dispersa em um meio transparente como KBr. O espectro das

® Ferrao, M. F., Tecno-lég. 5 (2001) 63-85.
19 pasikatan, M. C. et al., J. Near Infrared Spectrosc. 9 (2001) 153-164.
% Mirabella, F. M., Appl. Spectrosc. Rev. 21 (1985) 45-178.
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amostras sdo similares aos obtidos através do modo de transmissao (com confecgao
de pastilhas). Os resultados sdo expressos em log (1/R) ou unidades Kubelka-

Munck'%°.

3.4 Quimiometria

O termo quimiometria foi proposto em meados de 1970 para descrever o uso
de modelos matematicos, principios estatisticos e outros métodos baseados em
l6gica, no campo da quimica e, em especial, a dados quimicos que apresentam
natureza multivariada®®'®®. Dados de natureza multivariada sdo aqueles onde duas
ou mais respostas instrumentais estao relacionadas com a propriedade de interesse.

Uma das areas da quimiometria refere-se a aplicacdo de ferramentas
matematicas e estatisticas para extracdo de informacao relevante a partir de dados
multivariados de primeira ordem, isto €, dados que podem ser representados por um
vetor para cada amostra®®. Como dados espectrais consistem, basicamente, de
informacéao relevante (relacionada a estrutura quimica dos analitos) e informagao
ndo relevante (“ruido”), as técnicas quimiométricas tém por objetivo extrair as
informagdes mais relevantes a partir do conjunto de dados. Este objetivo é
conseguido de forma indireta, a partir da descricdo da variabilidade dos dados por
um numero reduzido de variaveis. Estas variaveis buscam informacgao relevante para
a construcdo do modelo, sendo denominadas “componentes principais”®*.

A Figura 5 ilustra como uma matriz de dados pode ser construida a partir de
um vetor de medidas instrumentais, onde “n” linhas correspondem a diferentes
amostras e as “m” colunas as variaveis (absorvancia de um composto em diferentes

numeros de onda).

1% pasikatan, M. C. et al., J. Near Infrared Spectrosc. 9 (2001) 153-164.

2 Ferrao, M. F.; Tese de doutorado. Universidade Estadual de Campinas, Campinas — SP, 2000.

& Gemperline, P., Practical guide to chemometrics, New York, 2006, 140-145.

» Braga, J. W. B., Dissertagédo de Mestrado. Universidade Estadual de Campinas, Campinas-SP, 2004.

8 Lavine, B. K.; Clustering and Classification of Analytical Data in the Encyclopedia of Analytical Chemistry, Chichester, 2000,
35-42.
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e
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Matriz de dados

«4————— Amostras (n)

3655 3155 55 2145 1655 1155

— P Variaveis (m)

oz

nimero de onds (cm™)
Figura 5. Matriz de dados gerada a partir de um espectro (adaptada da ref. 58)

Desta forma, para amostras que possuem matrizes diversificadas (como, por
exemplo, formulagcbes farmacéuticas), € possivel modelar propriedades fisicas e
quimicas, a partir de seus dados espectroscépicos®8110,

A aplicagdo de ferramentas quimiométricas a dados multivariados € descrita
na literatura a partir do termo “métodos de analise multivariada”. Estes podem ser
divididos como métodos de classificacdo e de regressdo'®. Os métodos de
classificagdo, também conhecidos como métodos de reconhecimento de padrdes,
podem ser agrupados em supervisionados e nao supervisionados®?.

Métodos supervisionados referem-se aqueles onde as amostras séao
classificadas em duas ou mais classes previamente definidas, podendo ser citados a
Analise Discriminante Linear (LDA, do inglés “linear discriminant analysis”) e a
Modelagem Independente de Analogia de Classes (SIMCA, do inglés “soft
independent modelling of class analogy”)'?.

Métodos nao supervisionados referem-se aqueles onde a matriz de dados é
construida sem o conhecimento prévio da existéncia de classes. Os métodos de
anadlise exploratéria sdo métodos de classificagdo nao supervisionados que
permitem verificar a existéncia de similaridade entre as amostras. Estes, por sua
vez, correspondem as semelhangas na composicdo quimica a partir da exploragao

de resultados obtidos por meio de analises quimicas. Estas ferramentas tornam

58 Foot, M.; Mulholland, M., J. Pharm. Biomed. Anal. 38 (2005) 397-407.

% Gabrielsson, J.; Lindberg, N.; Lundstedt, T., J. Chemom. 16 (2002) 141-160.

8 Lavine, B. K.; Clustering and Classification of Analytical Data in the Encyclopedia of Analytical Chemistry, Chichester, 2000,
35-42.

"% pasquini, C., J. Braz. Chem. Soc. 14 (2003) 198-219.

'22 Roggo, Y. et al., Pharm. Biomed. Anal. 44 (2007) 683-700.

2 Geladi, P., Spectrochim. Acta Part B 58 (2003) 767-782.
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explicitas as inter-relacbes entre as variaveis, permitindo a visualizagcdo de
informacdes latentes que nao seriam observadas através de um tratamento
univariado. Entre os métodos de analise exploratéria, pode ser citada a analise por
componentes principais (PCA) e a analise por agrupamentos hierarquicos (HCA)*.
Por outro lado, os métodos de regressdo multivariada desenvolvem um
modelo preditivo que correlaciona a propriedade de interesse de uma espécie com

os multiplos sinais instrumentais'®

. Entre os métodos de regressdo podem ser
citados a regressdo por componentes principais (PCR), o método dos minimos
quadrados parciais (PLS) e a regressao linear multipla (MLR)®.

Tendo em vista que o método por PCA, por HCA e por PLS foram utilizados

no presente trabalho, estes serdo abordados de forma preferencial.
3.4.1 Anédlise por agrupamentos hierarquicos (HCA)

A HCA é uma técnica que tem o objetivo de descrever e identificar grupos de
amostras dentro dos dados originais, agrupando-os de modo que permitam a
identificacdo das semelhangas entre estes. Através da aplicacdo desta técnica
pretende-se aumentar a compreensao do conjunto de dados, examinado a presenga
ou auséncia de agrupamentos naturais entre as amostras, a semelhanga de uma
classificacdo taxonémica®'***®. O resultado é apresentado na forma grafica e é
denominado dendrograma, onde a faixa de similaridade varia de zero a um e onde
se podem visualizar os agrupamentos entre as amostras*®:°¢:84.

A construgdo do dendrograma é baseada na proximidade entre as amostras,

calculada pela distancia entre dois vetores (amostras), d,, , no espago n-dimensional

(variaveis) (conhecida como distancia euclidiana), conforme Equagao 6.

dy = :E’(Xai = Xpi )2 (6)

i=1

Um padrdo de similaridade € calculado para cada amostra, conforme

Equacéo 7:

* Correia, P. R. M.; Ferreira, M. M. C., Quim. Nova 30 (2007) 481-487.

' Qlivieri, A. C. et al., Pure and Applied Chemistry (IUPAC Technical Report) 78 (2006) 633-661.

® Brereton, R. G., Analyst 125 (2000) 2125-2154.

' Bratchell, N., Chemom. Intell. Lab. Syst. 6 (1987) 105-125.

6 Einax, J. W.; Zwanziger, H. W.; Geif, S.; Chemometrics in environmental analysis, Weinheim,1997, 153-178.

% Ferreira, M. M. C., J. Braz. Chem. Soc. 13 (2002) 742-753.

“ Lavine, B. K.; Clustering and Classification of Analytical Data in the Encyclopedia of Analytical Chemistry, Chichester, 2000,
35-42.
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(7)

Sendo que, d,, corresponde a distancia entre os pontos a e b, e d, ., € a

maior distdncia de um par de amostras no conjunto de dados. Apds as distancias
entre os pares de amostras serem calculados, agrupamentos sucessivos de acordo
com suas similaridades sao formados, até ndo haver mais similaridade entre eles.

A similaridade entre os grupos pode ser calculada por 3 modos distintos:
construgéo simples, completa, centroide, incremental, medianas, médias de grupo e
flexivel. Neste trabalho sera utilizada a construcéo incremental, definida na Equagao
8117.

2 2 2 12
[(na + n, hac + (nb + ng bbc _ncdabr
na + r1b + bc

(8)

dab &~

onde n; € o numero de amostras no grupo i.
3.4.2 Analise por componentes principais (PCA)

A base fundamental da maioria dos métodos modernos para tratamento de
dados multivariados € a PCA, a qual tem por objetivo reduzir a dimensionalidade do
conjunto de dados original, a partir de combinagdes lineares dessas variaveis,
preservando a maior quantidade de informacgdo possivel (varidncia). Esta analise
vetorial permite descrever a variagado ou dispersdo de um determinado conjunto de
dados43’ 55, 84-

A PCA ¢é um método conhecido de decomposicdo de matrizes

bidimensionais33-46:140

, onde a variancia na matriz X (com m observagdes e n
variaveis) € decomposta em novas variaveis denominadas componentes principais
(CP). A primeira CP formada é uma fungédo que descreve o maximo de variancia das

observagdes no espago X. As novas coordenadas das amostras, no novo sistema de

"7 Pirouette, Multivariate Data Analysis, vers3o 3.11, Infometrix..

3 Correia, P. R. M.; Ferreira, M. M. C., Quim. Nova 30 (2007) 481-487.

% Ferreira M. M. C. et al., Quim. Nova (22) (1999) 724-731.

8 Lavine, B. K.; Clustering and Classification of Analytical Data in the Encyclopedia of Analytical Chemistry, Chichester, 2000,
35-42.

% Brereton, R. G., Analyst 125 (2000) 2125-2154.

¢ Einax, J. W.; Zwanziger, H. W.; Geif, S.; Chemometrics in environmental analysis, Weinheim,1997, 153-178.

0 Wold, S.; Esbensen, K.; Geladi, P., Chemom. Intell. Lab. Syst. 2 (1987) 37-52.
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eixos das CP sao denominadas de “scores” e “loadings”, como pode ser observado
na Figura 6.

A proxima CP €& ortogonal em relagcdo a primeira CP (e, assim,
sucessivamente) e € calculada a partir da informagao nao explicada, sendo estimada

para descrever a maxima variacdo restante (ndo explicada pela CP anterior)®>

Detector

v

DADOS —-MATRIZ X

Amostras

l PCA

LOADINGS

SCORES

Figura 6. Principios da analise por componentes principais (adaptado da ref. 33).

O valor de scores (t,) € dado pela projecdo de cada ponto (amostra) no novo
sistema de eixos (CPs), medindo a distancia 6 (através da distancia Euclidiana)
entre o centro do ponto e sua proje¢éo. O valor de loadings (p, ) é obtido entre os

cossenos do angulo (0) entre a linha (CP) e cada eixo e determina a influéncia de

cada variavel. Um esquema da interpretacdo da PCA é mostrado na Figura 7.

% Ferreira M. M. C. et al., Quim. Nova (22) (1999) 724-731.
 Brereton, R. G., Analyst 125 (2000) 2125-2154.
“® Einax, J. W.; Zwanziger, H. W.; Geif, S.; Chemometrics in environmental analysis, Weinheim,1997, 153-178.



Revisado da literatura 22
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Figura 7. Esquema da interpretagdo de um modelo de analise por componentes principais: a)
conjunto de dados com dez objetos e trés variaveis, b) primeira componente principal

calculada através do conjunto de dados®.

A variancia ndo explicada é chamada de matriz E, conforme Equacado 9.
X=TP +E (9)

Depois que a CP4 é calculada, a proxima CP é obtida com a matriz residual E,
que contem a variancia nao explicada pela CP4 e, assim, sucessivamente, conforme

Equacao 10.

X=tp, +t,p, +....t,p, +E (10)

3.5 Métodos de calibracdo multivariada

Métodos de calibragdo multivariados podem ser usados para tratar dados
complexos, gerados por técnicas como cromatografia ou espectroscopia, cuja
resposta fornece um vetor de dados. Estes métodos tém sido empregados de forma
bastante efetiva, justamente nos casos onde existem problemas de superposi¢cao de
sinais analiticos, quando os componentes presentes numa mistura necessitam ser

determinados simultaneamente, mas a informacdo analitica disponivel nao

% Geladi, P.; Kowalski B. R., Anal. Chim. Acta 185 (1986) 1-17.
“® Einax, J. W.; Zwanziger, H. W.; Geif, S.; Chemometrics in environmental analysis, Weinheim,1997, 153-178.



Revisado da literatura 23

apresenta seletividade. Isto €, quando em uma mistura nao é possivel identificar os
componentes individuais, a partir da resposta instrumental®® 2.

Um aspecto importante da analise quimica envolvendo dados multivariados é
o conceito de “modelo”. Modelo pode ser entendido como uma simplificacédo de um
sistema sob investigacdo, sendo uma representacdo matematica de um sistema
complexo, dentro de uma regido limitada (necessariamente a regido investigada).
Em uma analise envolvendo quimiometria, os modelos s&o construidos de maneira a
simplificar a informagéo a partir de dados multivariados. Desta maneira € possivel
correlacionar a informagdo com a propriedade de interesse®. Quando o modelo
desenvolvido € obtido a partir de uma técnica de regressao, € possivel prever a
propriedade de interesse em amostras desconhecidas. Desta forma, os modelos
desenvolvidos devem ser sempre validados, com o objetivo de garantir uma
representacdo segura dos dados, ou seja, garantir que os resultados possam ser
extrapolados a dados novos®°.

Para o desenvolvimento de um método de calibracdo é necessaria a
construgdo de trés conjuntos de amostras: amostras de calibragcdo, amostras de
validacao (ou amostras teste) e amostras de previsdo. Para casos onde o numero de
amostras é insuficiente (ou nao disponivel), podem ser construidos dois conjuntos
(calibragao e previsao). No entanto, o erro para o conjunto de calibragdo deve ser
calculado por validagdo cruzada®. O conjunto de calibracdo deve ser construido
com amostras representativas da regidao a ser modelada, sendo que, durante essa
etapa, dois fatores sao considerados essenciais: o numero de componentes
principais (ou variaveis latentes, para modelos de regressado), e deteccdo de
amostras andmalas (outliers)®°.

A capacidade preditiva do modelo deve ser avaliada durante a etapa de
validagdo. A validacdo consiste em testar o modelo com amostras externas
(conjunto de validagao), das quais se tem conhecimento prévio das propriedades (ou

concentracdes) que se desejam medir®> 4.

" Gabrielsson, J.; Trygg, J., Crit. Rev. Anal. Chem. 36 (2006) 243-255.
Geladi, P., Spectrochim. Acta Part B 58 (2003) 767-782.

Brereton, R. G., Analyst 125 (2000) 2125-2154.

Gemperline, P., Practical guide to chemometrics, New York, 2006, 140-145.
Ferreira M. M. C. et al., Quim. Nova (22) (1999) 724-731.

Correia, P. R. M.; Ferreira, M. M. C., Quim. Nova 30 (2007) 481-487.
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3.5.1 Minimos quadrados parciais

A técnica dos minimos quadrados parciais (PLS)"? é considerada a principal

técnica de regressdo para dados multivariados, tendo numerosas aplicagbes em

diferentes campos da quimica analitica®®'*".

A regressdo por PLS utiliza as
respostas analiticas, bem como as informacdes de interesse, para capturar a
variancia dos dados da matriz X e da matriz dependente Y, através de suas
decomposicdes sucessivas e simultaneas, correlacionando-as.

Na regressao por PLS, tanto a matriz de dados X como a matriz de dados Y é
decomposta e projetada em um novo sistema de coordenadas. Uma fungao (a partir
dos scores de cada matriz) € entao obtida de forma que descreva a variancia entre
as matrizes X e Y, bem como, maximize a correlagdo entre elas. Deste primeiro
ajuste nos dados é gerada a primeira variavel latente (VL) do PLS. O conjunto de
variaveis latentes no novo sistema de coordenadas € entdo usado para a calibragao
33, 63.

Desta forma, a construgdo de um modelo PLS consiste de uma regressao
entre os scores das matrizes X e Y em uma soma de “h” variaveis latentes, através
de uma relagdo externa, que descreve a matriz X e Y individualmente (Equagdes 11

e 12) e uma relagao interna (Equagado 13), que correlaciona as duas matrizes®®.

X=TP +E=5tp, +E (11)

Y=UQ +F=3u,q, +F (12)

Nas Equacbes 13 e 14, T e U sdo matrizes de scores das matrizes X e Y,
respectivamente; P e Q sdao as matrizes de loadings das matrizes X e Y,
respectivamente; e E e F sdo os residuos, respectivamente.

A relacado interna dos scores das matrizes X e Y sdo obtidas através do

coeficiente regresséo linear (b, ), como descrito na Equagao 15:

u, =b,t, (13)

2 \Wold, S., Technometrics 20 (1978) 397-405.

82 Brereton, R. G.; Chemometrics: Data Analysis for the Laboratory and chemical Plant, 2003, 297-306.
" Wold, S.; Sjostrom, M.; Eriksson, L., Chemom. Intell. Lab. Syst. 58 (2001) 109-130.

3 Brereton, R. G., Analyst 125 (2000) 2125-2154.

% Geladi, P.; Kowalski B. R., Anal. Chim. Acta 185 (1986) 1-17.
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onde b, =u,t, /t t, , para h variaveis latentes. Os valores de b, s&do agrupados na

matriz diagonal B (matriz identidade), que contém os coeficientes de regressao entre
a matriz de scores U de Y e a matriz de scores T de X. Entretanto, como cada matriz
€ decomposta separadamente, pode ocorrer uma relagéo nao linear entre os scores
dos dois blocos. A melhor relagdo linear possivel entre os scores das matrizes é
obtida através de pequenas rotacbes das variaveis latentes das matrizes X e Y,
devendo existir um compromisso entre a capacidade de descrever as amostras
individuais (modelagem dos blocos X e Y) e o aumento da correlagéo entre T e U.

A matriz Y pode ser calculada através das informagdes contidas em u,,

conforme a Equacao 14:
Y=TBQ +F (14)

onde T sdo os scores da matriz X, B é a matriz identidade de b,, Q' sdo os loadings

da matriz Y e F é a matriz residual de Y. Desta forma, a concentracdo das novas
amostras pode ser prevista a partir dos novos scores de X, dado por T*, substituidos

na Equacao 15:
Y =TBQ (15)

Para se obter o melhor modelo referente aos dados sob investigacdo devem
ser avaliados o numero de variaveis latentes (VLs) e a raiz quadrada dos erros
médios (RMSE, do inglés, root mean square error), entre outros fatores. A seguir

serao abordados aspectos importantes referentes a estes parametros.
3.5.2 Desenvolvimento e avaliagdo de modelos de regressao

Segundo Brereton (2000)**, um dos aspectos mais importantes no
desenvolvimento de metodologias de analise envolvendo calibragdo multivariada
esta relacionado a validacdo do modelo proposto. A definicdo de quantas VLs (ou
CPs) sédo necessarias para explicar a variancia dos dados, qual a capacidade do
modelo em prever amostras desconhecidas e, ainda, qual a representatividade do
conjunto de dados utilizados para construir o modelo s&o passos importantes na

constru¢cao de uma metodologia robusta e com aplicabilidade no dia-a-dia.

%8 Brereton, R. G., Analyst 125 (2000) 2125-2154.
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Habitualmente, os métodos de calibragdo multivariada utilizam diferentes
estratégias para determinar o nivel do erro de um modelo, sendo estes parametros
uteis na validacdo do mesmo.

Um aspecto importante da etapa de validacdo em calibragdo multivariada é a
decisao sobre a dimensionalidade do modelo. Para obtengcdo de um modelo de facil
interpretacao, deve-se explicar o maximo da variancia dos dados com um minimo de
VLs, minimizando a influéncia do ruido®. O nimero 6timo de VLs a ser usado para
descrever um modelo serd o numero de VLs para o qual um erro minimo na
previsdo é produzido®®.

Um modelo que contenha numero de VLs inferior ao ideal resultara em
subajuste e superior ao ideal em sobreajuste. A decisdo sobre um numero de VLs
superior ao ideal ocorre com mais frequéncia, ocasionando resultados satisfatorios
para a previsao da propriedade de amostras do conjunto de calibragdo, porém nao
adequados para a previsdo de amostras de um conjunto externo (conjunto de
validagc&o ou conjunto de previsdo) devido a informagao n&o necessaria incluida no
modelo®’.

O calculo do RMSE pode ser util na avaliagédo dos modelos obtidos, conforme
Equacdo 16. Este erro pode ser avaliado através do conjunto de calibragao
(RMSEC), de validacdo (RMSEV) e, também, através da validagdo-cruzada

(RMSECV), sendo este ultimo recomendado para determinagéo do nimero de VL
45

Onde, y; é o valor de referéncia para a inésima amostra, e y;, é a previsédo para o

valor desta amostra, sendo n igual ao numero total de amostras modeladas.

A determinagdo do erro por validagdo cruzada consiste na retirada de uma
amostra do conjunto de dados e construgdo do modelo com as amostras restantes,
sendo que, apos este procedimento, a amostra removida € prevista pelo modelo. O

processo € repetido até que todas as amostras retiradas tenham sido previstas,

6 Gemperline, P., Practical guide to chemometrics, New York, 2006, 140-145.

" Gomez-Carracedo, M. P. et al., Anal. Chim. Acta 585 (2007) 253-265.

2 Brereton, R. G.; Chemometrics: Data Analysis for the Laboratory and chemical Plant, 2003, 297-306.
% Eastment, H. T.; Krzanowski, W. J., Technometrics 24 (1982) 73-77.
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sendo o erro, neste caso, denominado como RMSECV. O RMSECYV ¢ indicado para
avaliar dimensionalidade de modelos de calibragdo, podendo ser considerado um
valor mais relevante que o RMSEC™.

A habilidade preditiva de um modelo de calibracdo multivariada pode ser
avaliada a partir do calculo do RMSEP, conforme Equacgdo 162 Seu valor

percentual é o erro padrédo de previsao relativo (RSEP) (conforme Equagdo 17)".

(17)

A

Onde, y, € o valor de referéncia para a inésima amostra, e y. € a previsdo para o

valor desta amostra, sendo n igual ao numero total de amostras modeladas.
Erros sistematicos podem ser definidos como a parcela de erros nao
randémicos em uma medida quimica, ou seja, a presenca de tendéncia. A presenca

de erro sistematico (“bias”) pode ser calculada a partir da Equagao 18%:

n

(v - %)

n

bias = = (18)

Para avaliar se o erro incluso no modelo € significante, deve ser calculado o

SDV (do inglés, standard deviation of validation) conforme Equagao 192,

Iy, - J;) - bias]
SDV =1/ - (19)

Segundo a norma E1655-00 da ASTM*, um teste t deve ser aplicado, de

acordo com a Equacéo 20:

% Brereton, R. G.; Chemometrics: Data Analysis for the Laboratory and Chemical Plant, Chemical Analysis Series, 2003, 297-
306.

' Blanco, M. et al., Anal. Chim. Acta 384 (1999) 207-214.

% Braga, J. W. B., Dissertagéo de Mestrado. Universidade Estadual de Campinas, Campinas-SP, 2004.

* Annual Book of ASTM Standards, E1655, 2000.
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~ |bias \«/F

sist T SDV (20)

Para valores de tsst menores que o valor critico (tcit) para n-1 graus de
liberdade (95% de confianga), o erro sistematico incluido no modelo deve ser
considerado insignificante.

A repetibilidade de métodos analiticos pode ser entendida como a precisao do
mesmo em um curto espagco de tempo e pode ser calculada a partir de nove
determinacdes (trés concentragdes e trés replicatas), cobrindo a faixa util do modelo

de calibraco?®, conforme Equacéo 21.

: Z(yp - 3:/i)2
precisdo = || —= (21)
n(m-1)

Onde m é o numero de replicatas feitas, n € o numero de amostras, y, é a

meédia dos valores previstos de cada replicata 9,1-

3.5.3 Deteccao de amostras andmalas

Amostras andmalas (também denominadas outliers) sado aquelas que
possuem comportamento diferente das demais que compdéem o conjunto de
calibragdo e/ou previsdo. A presenga destas amostras no conjunto de calibragéo
pode diminuir a capacidade de previsao dos modelos e a presenga no conjunto de
validacdo pode influenciar os resultados dos testes de validagdo. Alguns
procedimentos sao recomendados para detecgcao de amostras anémalas, entre eles
pode-se citar o calculo do residuo de Student. Neste calculo sao analisados os

residuos das concentragdes, sendo eliminadas as amostras com valores altos®®.
3.5.4 Métodos de sele¢ao de variaveis em modelos de regresséo

A calibragcdo multivariada €, normalmente, utilizada com o objetivo de
correlacionar a informagao espectral com a propriedade de interesse, através da
construcdo de modelos que contém a informagéao necessaria para fins de previsao.

Muitos procedimentos (aplicados aos dados espectrais) tém sido propostos com o

% Braga, J. W. B.;, Poppi, R. J., Quim. Nova, 27 (6) (2004) 1004-1011.
% Ferreira M. M. C. et al., Quim. Nova (22) (1999) 724-731.
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objetivo de reduzir o efeito das variagdes no espectro que nao estio relacionadas as
variagdes quimicas nas amostras. Porém, estes procedimentos ndo consideram as
possiveis regides espectrais que nao contém informacgao sobre a variagdo quimica
nas amostras, e que podem ser eliminadas sem qualquer prejuizo na capacidade de
previsdo do modelo.

Alguns meétodos tém sido descritos na literatura para selecao de regides
espectrais, com o objetivo de melhorar o desempenho dos modelos em relagéo
aqueles que utilizam informagcdo do espectro inteiro. Estes métodos sao
denominados “métodos de selecdo de variaveis” e consistem basicamente em um
sistema de procura de um subconjunto de dados que produzira modelos com baixos
erros de previsdo'?. Entre os métodos utilizados atualmente, pode-se destacar o
método dos minimos quadrados parciais por intervalo (iPLS, do inglés interval partial
least squares) e o método dos minimos quadrados parciais por sinergismo de
intervalos (siPLS, do inglés synergy interval partial least squares).

O método iPLS divide o espectro em intervalos equidistantes e constréi um
modelo PLS para cada intervalo. O erro obtido para cada intervalo € comparado ao
erro produzido pelo modelo desenvolvido com toda a informacéo espectral, devendo
ser escolhida a regidao que apresente menor erro. Uma limitacdo deste método
reside no fato que a informagao pode estar distribuida por toda a regiao espectral
ou, ainda, em mais que um intervalo simultaneamente, o que gera modelos com
erros de previsdo superiores ao modelo com informacédo de toda faixa espectral''2.
Para contornar este limitacdo, Norgaard et al. (2000)'%? propds o método siPLS, que
consiste na divisdo do espectro em regides equidistantes e combinagbes destes
intervalos para a construcdo dos modelos?3.

Artigos recentes tém sido publicados utilizando o algoritmo iPLS?*:26:99.101.112

114,138,143 o 5iPLS®*, em diferentes amostras.

'3 Xiaobo, Z.; Jiewen, Z.; Yanxiao, L., Vib. Spectrosc. 44 (2007) 220-227.
"2 Pataca, L. M. et al., Talanta 71 (2007) 1926-1931.

'%2 Norgaard, L. et al., Appl. Spectrosc. 54 (2000) 413-419.

% Bodson, C. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 41 (2006) 783-790.

2 Bogomolov, A.; Hachey, M., Chemom. Intell. Lab. Syst. 88 (2007) 132-142.
% Borin, A.; Poppi, R. J., Vib. Spectrosc. 37 (2005) 27-32.

% Navea, S.; Tauler, R.; Juan, A., Anal. Biochem. 336 (2005) 231-242.
' Norgaard, L. et al., Int. Dairy J. 15 (2005) 1261-1270.

"' Pereira, A. F. C. et al., Food Res. Int. (2008), in press.

138 Winning, H. et al., Food Hydrocoll. 21 (2007) 256-266.

% Chen, Q. et al, J. Pharm. Biomed. Anal. 46 3 (2008) 568-573.
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3.5.6 Tratamento e pré-processamento dos dados

Uma etapa anterior a utilizacdo dos dados para construgdao de modelos de
calibragao refere-se a transformagao dos mesmos, com o objetivo de distribui-los
adequadamente, possibilitando a extracdo de informacgdes uteis e facilitando a
interpretagéo56. A transformacao de dados multivariados consiste basicamente em:

(a) tratamentos, ou seja, remogao de variaveis ndo desejadas como efeitos de
espalhamento, mudangas na linha de base ou fatores externos nao controlaveis.
Entre os tratamentos mais utilizados, pode-se destacar o MSC, correcdo do
espalhamento multiplicativo (do inglés multiplicative scatter correction), que consiste
em remover informacao referente ao processo de difusdo da radiacao,
permanecendo a informagcao relativa a absorbancia do composto®*.

(b) pré-processamentos, que permitem comparar variaveis em diferentes
dimensbes. Os pré-processamentos mais utilizados consistem em centrar os dados
na média, ou seja, subtrair cada intensidade do respectivo valor médio, para cada
comprimento de onda, e autoescalar os dados, ou seja, centrar os dados na média e

dividir pelo respectivo desvio padr&o®.
3.6 Testes de significancia para comparacado de modelos

Segundo Gemperline (2006)%° a validagdo de modelos multivariados pode ser
realizada através da comparagdo de valores estimados com valores reais
(determinados por um método de referéncia). A comparagdo entre metodologias
pode ser feita através de um teste t pareado, que estima quanto um valor
experimental difere significativamente de um valor verdadeiro, devendo ser aplicado
quando o conjunto de amostras € limitado, ndo sendo possivel obter replicatas do

mesmo. Para aplicagédo do teste, deve-se considerar y,como o vetor que contém o
resultado obtido por um método de analise A para n amostras e Yz 0s resultados
fornecidos pelo método B. Define-se y, como o vetor que contém a diferenga entre
os dois resultados, y, como a média das diferencas e S, como o desvio padrdo das

diferencas. A partir do calculo destes vetores, o parametro t pode ser calculado

como descrito na Equacgao 22:

% Ferreira, M. M. C., J. Braz. Chem. Soc. 13 (2002) 742-753.

% Geladi, P.; MacDougall, D.; Martens, H., Appl. Spectrosc. 39 (1985) 491-500.
% Geladi, P.; Kowalski B. R., Anal. Chim. Acta 185 (1986) 1-17.

& Gemperline, P.; Practical guide to chemometrics, New York, 2006, 140-145.
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= Jodn (22)

onde t tem (n-1) graus de liberdade. Caso o valor de t calculado através da Equacéao
21 seja menor que o valor de t tabelado, com 95% de confianga, ndo existirda uma
diferenca estatistica entre os dois métodos.

Uma forma de comparar alguns parametros obtidos a partir de diferentes
modelos desenvolvidos, relacionados a precisdo dos dados, ou seja, a variancia dos
mesmos pode ser obtida através da aplicagdo de um teste F°2. O teste-F é um teste
de significancia, utilizado na comparacdo entre variancias (s?), na qual i e j

representam os graus de liberdade, conforme Equacéo 23:

s
i) = 2
S|

F (23)

Os valores de F(i, j) sdo comparados com um valor de F critico tabelado com
um nivel de confiangca de 95%. Quando este valor for maior que F critico, as
variancias sdo consideradas estatisticamente diferentes®. Para modelos
multivariados, o teste F pode ser utilizado na comparacédo dos valores obtidos para

erros de previsédo, conforme Equacgao 24:

2
_| RMSER (24)
“ | RMSEP,

3.7. Aplicagcbes da espectroscopia no infravermelho combinada com os

métodos multivariados para analise de amostras farmacéuticas

A espectroscopia no infravermelho tem extensa aplicacdo na identificacao de
compostos quimicos, sendo a regido entre 1200 a 700 cm ' do espectro conhecida
como “regidao de impressao digital”. Industrias de diferentes setores fazem uso da
espectroscopia no infravermelho médio para identificagdo de matérias-primas,

principalmente devido a facilidade de obtenc&o dos espectros, manuseio minimo da

2 Ferrao, M. F.; Tese de doutorado. Universidade Estadual de Campinas, Campinas — SP, 2000.
& Gemperline, P., Practical guide to chemometrics, New York, 2006, 140-145.
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amostra e baixo custo da analise quando comparado as técnicas classicas de
quimica Umida'®.

Para analises quantitativas, métodos espectroscépicos no MIR tém sido uma
alternativa aos métodos oficiais que envolvem etapas prévias de separacdo. Neste
contexto, os métodos por reflecténcia possuem, além das vantagens citadas acima,
a possibilidade do uso direto da amostra, sem a necessidade de preparo >3
Diferentes técnicas envolvendo IR tém sido investigadas nos ultimos anos na analise

de medicamentos '?":122:135

3.7.1. Espectroscopia no IR associada a controle de processos farmacéuticos

Varias aplicagbes qualitativas e quantitativas em controle de processos
farmacéuticos tém sido descritas na literatura envolvendo a regido do NIR?*:29:40.47.
83.89.93.105.127 'Ag 3reas de controle e monitoramento de processos estdo entre as de
maior interesse, principalmente quando o equipamento é dotado de fibra Optica e
pode produzir resultados imediatos®®'3?.

Na produgdo de comprimidos, o processo de mistura dos componentes
(farmacos e excipientes) € fundamental para garantir a uniformidade de dose das
unidades. Para tanto, € necessaria a coleta de fracbes da mistura durante o
processo e posterior analise, geralmente por técnicas convencionais como HPLC e
direcionadas apenas para o doseamento do farmaco. Neste contexto, a
espectroscopia no NIR é uma ferramenta util, pois permite a analise das misturas de
forma rapida e nao invasiva, assegurando a uniformidade da mistura como um todo
e analisando o grau de mistura de cada componente isoladamente, incluindo os

excipientes®®® .

'3 Watson, D. G., Pharmaceutical Analysis, UK, 1999, 93-117.

% Ferrso, M. F.; Davanzo, C. U., Anal. Chim. Acta 540 (2005) 411-415.

3! Souza, J. S.; Ferrao, M. F., Rev. Bras. Ciénc. Farm. 42 (2006) 437-445.

2! Reich, G., Adv. Drug Deliver. Rev. 57 (2005) 1109-1143.

'22 Roggo, Y. et al., Pharm. Biomed. Anal. 44 (2007) 683-700.

'35 Wartewig, S.; Neubert, R. H. H., Adv. Drug Deliver. Rev. 57 (2005)1144-1170.
% Bodson, C. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 41 (2006) 783-790.

% Braga, J. W. B.;, Poppi, R. J., Quim. Nova, 27 (6) (2004) 1004-1011.

“0" Chen, Y. et al., Drug Dev. Ind. Pharm. 27 (2001) 623-631.

7 Eustaquio, A. et al., Analyst 123 (1998) 2303-2306.

8 Kirsch, J. D.; Drennen, J. K., J. Pharm. Biomed. Anal. 19 (1999) 351-362.

8 | opes, J. A. et al., Chemom. Intell. Lab. Syst. 74 (2004) 269-275

o Meza, C. P.; Santos, M. A.; Romafach, R. J., AAPS PharmSciTech 7 (2006) Article 29.
1% Paris, I. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 41 (2006) 1171-1178.

'27 Sekulic, S. S. et al., J. Pharm. Biomed. Anal.17 (1998) 1285-1309.

8 |in, Z. etal., J. Pharm. Biomed. Anal. 41 (2006) 99-104.

'3 Trevisan, M. G.; Poppi, R. J., Quim. Nova, 29 (2006) 1065-1071.

& i, W. etal., Int. J. Pharm (2006) 182-185.

8 Li, W.; Worosila, G. D., Int. J. Pharm. 295 (2005) 213-219.
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Segundo Hicks et al. (2003)" o monitoramento do contetido de agua durante
a manipulagédo de doxorrubicina pode ser realizada por espectroscopia no NIR,
sendo que a principal vantagem do meétodo reside na minima manipulagdo da
amostra (potencialmente toxica) quando comparada a métodos convencionais (como
Karl-Fischer), o que garante seguranga ao manipulador.

Segundo Rosa et al. (2008)'*, a quantificagdo simultanea de granulos,
nucleos (produto intermediario) e comprimidos revestidos (produto final) de ranitidina
em um mesmo processo de produgao, por aplicagdo do algoritmo PLS associado ao
NIR, pode ser considerada como um primeiro passo para estabelecer um sistema de
liberagdo paramétrica na produgao de formas soélidas na industria farmacéutica, ja
que a metodologia desenvolvida permite medigdes em tempo real, monitoramento e
controle de parametros de qualidade criticos no processo, como a quantificacdo do
farmaco. Estudo semelhante foi conduzido por Blanco et al. (1998)"" associando
espectroscopia no NIR (com acessorio de reflexdo difusa) e PLS na determinacao
do farmaco genfibrozila, em diferentes etapas do ciclo de produgao.

O uso do NIR permite, ainda, avaliar o polimorfismo presente em
determinados farmacos, pois possibilita o desenvolvimento de modelos de
calibragdo multivariada com a capacidade de quantificar polimorfos em uma
mistura’®??%°_ Segundo McGoverin et al. (2006)*? a quantificagdo dos polimorfos do
cloridrato de ranitidina (Forma | e Il) &€ possivel com a associagado de NIR e métodos
de calibracdo multivariada como PCR e PLS, porém os autores consideram que a
espectroscopia Raman apresenta maior exatiddo. Entretanto, para predizer o
conteudo de lactose cristalina na presenga de lactose amorfa (um excipiente comum
em formulagdes farmacéuticas), a espectroscopia por NIR apresentou menor erro de

101

predicdo quando comparada a espectroscopia Raman ~'. Diversas aplicagdes da

espectroscopia no NIR no controle de processos farmacéuticos sdo discutidas em

121,122

artigos de revisao recentes , sendo mais restrita a aplicacdo do MIR para este

fim.

™ Hicks, M. B. et al., J. Pharm. Sci. 92 (2003) 495-501.

' Rosa S. S. et al., Talanta (2008) in press.

"7 Blanco, M. et al., Analyst 123 (1998) 2307-2312.

'S Blanco, M. et al., Anal. Chim. Acta 407 (2000) 247-254.

2 Blanco, M. et al., Anal. Chim. Acta 502 (2004) 221-227.

% Braga, J. W. B.;, Poppi, R. J., Quim. Nova, 27 (6) (2004) 1004-1011.
2 McGoverin, C. M. et al., Vib. Spectrosc. 41 (2006) 225-231.

' Norgaard, L. et al., Int. Dairy J. 15 (2005) 1261-1270.

121 Reich, G., Adv. Drug Deliver. Rev. 57 (2005) 1109-1143.

'22 Roggo, Y. et al., Pharm. Biomed. Anal. 44 (2007) 683-700.



Revisado da literatura 34

Estudos envolvendo o monitoramento de reacbdes de sintese de farmacos,
bem como o controle de impurezas nestes processos podem ser desenvolvidos
através da aplicagcao do MIR associado a calibragao multivariada. Segundo Poéllanen
et al. (2005)""° a ATR-FTIR pode ser utilizada no monitoramento da cristalizacdo de
sulfatiazol permitindo o desenvolvimento de modelos para previsao da concentragéao
do farmaco em diferentes etapas do processo. Os mesmos autores descrevem um
método para determinar a composicao de misturas contendo as formas polimorficas
e a forma cristalina do farmaco sulfatiazol por DRIFTS. O erro associado ao método
convencional (difracdo por raios X) ndo permite que a metodologia seja utilizada
como unica fonte na determinagdo da composigdo polimérfica da mistura, sendo
recomendado que as duas técnicas (DRIFTS e difragdo por raios-X) sejam utilizadas
complementarmente 8.

A utilizagdo do acessoério de reflexdo atenuada pode apresentar vantagem na
quantificacdo de polimorfos em misturas por MIR em relagdo ao acessoério de
reflexdo difusa. Neste contexto, Salari & Young (1998)'% determinaram polimorfos
do farmaco ganciclovir por associagdo entre ATR-FTIR e PLS. A metodologia
desenvolvida forneceu informacéo qualitativa e quantitativa da mistura e se mostrou
adequada para a determinacao da pureza polimoérfica de lotes do farmaco.

Segundo Bertacche et al. (2006)'°, através de espectros de transmitancia na
regido do MIR é possivel construir modelos, utilizando o algoritmo PLS, com
capacidade preditiva na determinagdo quantitativa de ciclosporina amorfa em
amostras de ciclosporina cristalina. A ciclosporina amorfa pode ser considerada uma
impureza obtida do processo de sintese do farmaco e que possui propriedades no
estado sdlido diferentes da forma cristalina, podendo afetar a biodisponibilidade do
mesmo. Os modelos PLS desenvolvidos permitiram a quantificagdo da ciclosporina
amorfa em uma faixa de concentragdo entre 0 e 10% em relagdo a ciclosporina
cristalina. Valores abaixo de 5% sao considerados adequados para a impureza.

A analise quantitativa de polimorfos da carbamazepina por DRIFTS associado
a calibragdo multivariada é discutido por Kipouros et al. (2005)®' e Kipouros et al.

(2006)%2. Através do desenvolvimento de modelos multivariados foi possivel prever

"9 Polianen, K. et al., Chemom. Intell. Lab. Syst. 76 (2005) 25-35.
"8 polianen, K. et al., Anal. Chim. Acta 544 (2005) 108-117.

'% Salari, A.; Young, R. E., Int. J. Pharm. 163 (1998) 157-166.

'% Bertache, V. et al., J. Pharm. Sci. 95 (2006) 159-166.

& Kipouros, K. et al., Anal. Chim. Acta 550 (2005) 191-198.

8 Kipouros, K. et al., J. Pharm. Sci. 95 (2006) 2419-2431.
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quantitativamente a forma polimérfica IV da carbamazepina, presente como
impureza na forma Ill (polimorfo com agao farmacoldgica). Estudo semelhante foi

conduzido por Kachrimanis et al. (2007)"

, nha determinacdo de polimorfos do
paracetamol em misturas associando espectroscopia Raman e PLS.

Segundo Lee & Lin (2004)%°, o monitoramento da homogeneidade de
misturas de farmacos com excipientes farmacéuticos pode ser conduzida usando
espectroscopia no MIR associada a andlise de imagem (mapeamento
microespectroscopico). Neste processo, a imagem de cada aliquota retirada da
mistura é analisada em diferentes pontos. Segundo os autores, a informacao
fornecida por IR associado ao mapeamento por imagem € superior a informacgéao
fornecida por analises envolvendo um unico ponto, permitindo a determinacédo do
tempo final do processo de mistura de forma mais exata. A espectroscopia no MIR
com o uso de imagem associada ao PLS pode fornecer informagao importante sobre
o perfil de dissolugao de farmacos, a partir da observagao direta do processo de
difusdo dos mesmos'?’.

Um outro processo utilizado na industria farmacéutica refere-se ao
revestimento de comprimidos, com o objetivo de mascarar sabor e/ou controlar a
liberagdo do farmaco no trato digestivo. Segundo Kauffman et al. (2007)%°, um
modelo multivariado pode ser construido relacionando a informacdo do espectro

Raman e a espessura do revestimento, objetivando o controle deste processo.
3.7.2. Espectroscopia no IR associada a determinacdes quantitativas

Varios estudos tém sido publicados nos ultimos anos em relagédo a
determinagao quantitativa de compostos quimicos (como farmacos ou excipientes)
em produtos farmacéuticos por NIR'?2. As diferentes ofertas de acessorios permitem
a analise de formas farmacéuticas solidas, liquidas e/ou semi-sdlidas, possibilitando
a utilizagdo do NIR, no desenvolvimento de metodologias analiticas quantitativas
para amostras complexas, ampliando o uso da técnica na industria farmacéutica.
Segundo Feng & Hu (2006)°' um modelo universal, produzido com amostras de

diferentes industrias, pode ser construido para a quantificacdo de farmacos como

8 Kachrimanis, K.; Braun, D. E.; Griesser, U. J., J. Pharm. Biomed. Anal. 43 (2007) 407-412.
% ee, T.;Lin, S., Eur. J. Pharm. Sci. 23 (2004) 117-122.

37 Weerd, J.; Kazarian, S. G., J. Control. Release 98 (2004) 295-305.

& Kauffman, J. F.; Dellibovi, M.; Cunningham, C. R., J. Pharm. Biomed. Anal. 43 (2007) 39-48.
'22 Roggo, Y. et al., Pharm. Biomed. Anal. 44 (2007) 683-700.

'3 Blanco, M. et al., Analyst 124 (1999) 1089-1092.

" Feng, Y.; Hu, C., J. Pharm. Biomed. Anal. 41 (2006) 373-384.



Revisado da literatura 36

roxitromicina e eritromicina, na forma de comprimidos, usando NIR e métodos de
calibragdo multivariada. Neste estudo, as amostras foram selecionadas por HCA e
permitiram a construgcdo de um modelo de calibracdo que apresentou especificidade,
linearidade, exatidao, precisdo e robustez. A construgdo de conjuntos de calibragao
que representem a variabilidade quimica e fisica do sistema foi discutido por Blanco
et al. (2004)%°.

Segundo Blanco et al. (2006)"", o uso da espectroscopia no NIR com
acessorio de reflexado difusa pode ser utilizado no desenvolvimento de metodologia
analitica para a quantificacéo de 5 farmacos diferentes, responsaveis pelos sintomas
da gripe e geralmente comercializados em comprimidos na forma associada. A
metodologia desenvolvida apresentou vantagens em relagdo as metodologias
convencionais (HPLC e titulagdo), principalmente em relagdo a producédo de
residuos toxicos.

Para Gottfries et al. (1996)%®, o modo de transmitancia se mostrou mais
adequado para o desenvolvimento de modelos de calibragdo multivariado (na regiao
do NIR), na determinagdo de comprimidos de metoprolol, quando comparado ao
modo de reflectdncia. Os autores atribuem o fato a maior sensibilidade dos
espectros coletados por refletancia em relagcdo a homogeneidade da amostra, o que
pode ocasionar erros superiores quando comparados ao modelo obtido por
transmitancia. Segundo Blanco & Romero (2002)%', utilizando o modo de
transflectancia é possivel desenvolver modelos de calibragdo para a determinagéo
do farmaco dexcetoprofeno na forma de gel, com erro relativo de 1,6% para as
amostras de previsdo. Berntsson et al. (2000)°, descreveram a influéncia do tamanho
de particulas em misturas binarias, na determinacdo de dois componentes por
NIRRS.

Na determinacdo de farmacos em baixa dosagem por NIR, pode ser
necessaria uma etapa prévia de tratamento do espectro (por remogao ou

12,37

compressao dos dados) com o objetivo de extrair informagéo relevante Para

Goicoechea & Olivieri (2001)%®, o calculo do sinal analitico liquido (NAS, do inglés

% Blanco, M.; Romero, M. A.; Alcala, M., Talanta 64 (2004) 597-602.

" Blanco, M.; Alcala, M., Eur. J. Pharm. Sci. 27 (2006) 280-286.

8 Gottfries, J. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 14 (1996) 1495-1503.

%' Blanco, M.; Romero, M. A., J. Pharm. Biomed. Anal. 30 (2002) 467-472.

° Berntsson, O. et al., Anal. Chim. Acta 419 (2000) 45-54.

'2 Blanco, M. et al., Anal. Chim. Acta 581 (2007) 318-323.

% Chalus, P.; Walter, S.; Uimschneider, M., Anal. Chim. Acta 591 (2007) 219-224.
66 Goicoechea, H. C.; QOlivieri, A. C, Chemom. Intell. Lab. Syst. 56 (2001) 73-81.
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net analytical signal) a partir do espectro e seu uso como técnica de pré-
processamento antes da aplicagdo do algoritmo PLS pode ser util no
desenvolvimento de modelos de calibragdo apropriados. Neste estudo, os autores
aplicam o pré-processamento proposto na quantificagao de tetraciclina em amostras
de soro humano e na quantificagdo de nafazolina em formulagdes farmacéuticas.
Segundo Abrahamsson et al. (2003)", os métodos de selecdo de variaveis podem
auxiliar na construcdo de modelos PLS com melhor capacidade preditiva. Para
amostras de cha verde, os métodos de selecdo de variaveis como iPLS e siPLS
podem ser uteis na quantificacdo de compostos fendlicos por NIR, permitindo a
construgao de modelos mais robustos e com melhor capacidade preditiva quando
comparados com modelos envolvendo informacéo do espectro inteiro®:3°.

Uma aplicagao recente da espectroscopia no NIR descreve como o farmaco
testosterona pode ser determinado em adesivos transdérmicos®’. Os autores
referem que, embora a metodologia recomendada (por espectroscopia no
ultravioleta) tenha apresentado melhor coeficiente de correlagdo, a metodologia
proposta por IR mostrou-se mais rapida e nao destrutiva, apresentando um potencial
para uso no controle de qualidade desta forma farmacéutica.

A regiao do MIR pode, também, ser utilizada para analises quantitativas de
misturas complexas, como preparacdes farmacéuticas. Souza & Ferrdo (2006)""
desenvolveram uma metodologia analitica associando DRIFTS e calibragéo
multivariada para quantificacdo de diclofenaco de potassio em comprimidos. Para
Parisotto et al. (2007)'"", a associacdo entre DRIFTS e calibracdo multivariada
permite a quantificacdo de misturas contendo amoxicilina e amido, com erros de
validacéo considerados satisfatérios. A metodologia desenvolvida € sugerida como
alternativa na quantificagdo do farmaco, durante o processo de produgado do mesmo.
Segundo Agatonovic-Kustrin et al. (2001)> a construgdo de um modelo de
calibragdo, com dados combinados das técnicas de difragao por raios-X e DRIFTS,
permitiu a determinagdo da pureza polimérfica do farmaco ranitidina, através da
aplicagao de algoritmos de calibragdo multivariada para dados n&o lineares, como

redes neurais artificiais (ANN, do inglés artificial neural networks).

' Abrahamsson, C. et al., Chemom. Intell. Lab. Syst. 69 (2003) 3-12.

® Chen, Q. et al, J. Pharm. Biomed. Anal. 46 3 (2008) 568-573.

¥ Chen, Q. et al., Anal. Chim. Acta 572 (2006) 77-84.

% Fontain, W. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 33 (2003) 181-189.

3! Souza, J. S.; Ferrdo, M. F., Rev. Bras. Ciénc. Farm. 42 (2006) 437-445.
"% Norgaard, L. et al., Int. Dairy J. 15 (2005) 1261-1270.

2 Agatonovic-Kustrin, S. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 25 (2001) 741-750.
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De uma forma geral, a espectroscopia no MIR (e, consequentemente a
aplicacao da técnica de reflexdao atenuada) é pouco descrita na literatura para
analise quantitativa, em comparagédo ao NIR, devido, principalmente, a natureza do
sinal, fortemente sobreposto. Segundo Boyer et al. (2006)%’, o acido niflimico na
forma de gel pode ser quantificado por ATR-FTIR, com minimo preparo da amostra,
sendo que a metodologia apresentou precisdo adequada para rotinas de controle de
qualidade em industrias farmacéuticas. Uma outra aplicagao para amostras semi-
sélidas refere-se a quantificagdo de dois farmacos (tetrametrina e butdxido de
piperonil) em logao para pediculose, por reflexdo atenuada e por transmitancia na
regido do MIR®.

Segundo Hartauer & Guillory (1989)"2, a quantificagdo de formas
farmacéuticas liquidas contendo SMZ e TMP é possivel por associacdo entre ATR-
FTIR (com acessério de reflexdo para amostras liquidas - CircleCell®) e calibracéo
multivariada. A selecao de variaveis foi conduzida através da identificagdo de
regides onde o espectro possuia maior intensidade, quando comparado ao espectro
de amostra placebo, sendo selecionadas as regiées entre 900 e 1270 cm™ e 1390 a
1510 cm™. Neste estudo, os autores obtiveram erros relativos de 1,5% e 1,0%, para
SMZ e TMP, respectivamente, para andlise de 6 amostras comerciais (contendo os
farmacos na forma liquida).

A espectroscopia Raman também é descrita na literatura, em analises

quantitativas de farmacos por associagdo com calibracdo multivariada**®’

. Segundo
Mazurek & Szostak (2006)°!, a espectroscopia Raman é um método analitico efetivo
na quantificacdo de misturas complexas, incluindo preparagdes farmacéuticas. Os
autores descrevem um método para quantificacdo de diclofenaco sbédico e
aminofilina em solugdes injetaveis, por calibragdo multivariada utilizando o algoritmo

PLS.
3.7.3. Espectroscopia no IR associada a métodos de classificacdo

Segundo Chen et al. (2006)*, espectros de compostos fendlicos extraidos de

variedades de chas e analisados na regido do NIR, associados com métodos de

" Boyer, C. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 40 (2006) 433-437.

% Moros, J.; Garrigues, S.; Guardia, M., Anal. Chim. Acta 582 (2007) 174-180.
72 Hartauer, K. J.; Guillory, J. K., Pharmaceut. Res. 6 (1989) 608-611.

* De Beer, T. R. M. et al., Eur. J. Pharm. Sci. 23 (2004) 355-362.

' Mazurek, S.; Szostak, R., J. Pharm. Biomed. Anal. 40 (2006) 1235-1242.

% Chen, Q. et al., Anal. Chim. Acta 572 (2006) 77-84.
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classificagado supervisionados como SIMCA sao adequados para classificacdo
destas amostras e posterior identificacdo. A quantificagdo de compostos fendlicos
aplicando o algoritmo PLS é possivel, porém apresenta um erro de previsdo maior
quando comparado ao método PLS desenvolvido para a quantificacado de cafeina
isoladamente. Os autores atribuem este fato a menor exatiddo do método de
referéncia para quantificacdo de compostos fendlicos (determinacao fotométrica)
quando comparada a determinagao de cafeina (por HPLC).

O uso de anadlise exploratoria associado a espectros no IR médio (utilizando
acessorio de reflexdo difusa) foi utilizado por Parisotto et al. (2005)'®, com o
objetivo de avaliar a similaridade entre diferentes formas sélidas contendo piroxicam.
Neste estudo, a utilizagdo do HCA permitiu a distingdo de grupos a partir da
informagéo do excipiente. O mesmo método de classificagdo (HCA) foi utilizado por
Sabin et al. (2004)'®, para estudo de farmacos antidepressivos. A metodologia
utilizada no estudo possibilitou avaliar a similaridade das amostras contendo os
diferentes farmacos

Segundo Foot & Muholland (2005)%®, usando os métodos de classificagdo
SIMCA, HCA e PCA, ¢é possivel identificar diferentes farmacos pertencentes a classe
de compostos conhecida como glicosaminoglicanos. Neste estudo, os autores citam
que, entre as regides do espectro estudadas para a classificagado dos compostos, a
regido conhecida como “impresséo digital” (inferior a 2000 cm™) produziu a melhor

discriminagao.
3.7.4 Validagdo de métodos multivariados de calibra¢éo

Validagdo segundo a ANVISA (2003) refere-se ao processo que engloba o
estabelecimento e a execugdo de procedimentos de analise que visam garantir a
qualidade de um produto, para as condi¢gdes experimentais definidas. A validacao
dos métodos analiticos univariados é regulamentada através da Resolugdo — RE n°.
899, de 29 de maio de 2003, a qual determina que a validag&o deva garantir, através
de estudos experimentais, que o meétodo atende as exigéncias das aplicagdes

analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados.

'% parisotto, G. et al., Rev. Bras. Ciénc. Farm. 41 (2005) 499-505.
'25 Sabin, J. G.; Ferrao, M. F.; Furtado, M. F., Rev. Bras. Ciénc. Farm. 40 (2004) 387-396.
% Foot, M.; Mulholland, M., J. Pharm. Biomed. Anal. 38 (2005) 397-407.



Revisado da literatura 40

Na validagdo de metodologias analiticas para a determinacdo de farmacos
presentes em formas farmacéuticas, érgdos internacionais como ICH"® (Conferéncia
Internacional de Harmonizagdo, do inglés International Conference on
Harmonisation) e a ANVISA estabelecem os itens que devem ser avaliados, como
especificidade, linearidade, precisao, exatidao, intervalo e robustez.

Para métodos de calibracdo multivariada, a validagcao pode ser conseguida
através da determinagao de figuras de mérito, as quais certificam que o método
proposto é confiavel e atende as exigéncias de orgaos regulatorios. Com este
objetivo, a IUPAC'® (International Union of Pure and Applied Chemistry), o EMEA'®
(The European Agency for the Evaluation of Medicinal Products) e a ASTM?
(American Society for Testing and Materials) estabeleceram, recentemente, guias
definindo as caracteristicas de procedimentos de calibracdo multivariada e os
parametros minimos para avaliacdo do método proposto. Na norma ASTM, sao
definidos os procedimentos para analise quantitativa por espectroscopia no
infravermelho e os parametros para validagcdo de um modelo multivariado. Para a
IUPAC, a validacdo do método pode ser alcancada pela determinacdo da
sensibilidade, seletividade e razao sinal ruido. Estas figuras podem ser definidas
através do conceito de NAS (Sinal Analitico Liquido, do inglés Net Analyte Signal),
que corresponde ao sinal instrumental que € ortogonal as contribuicbes de outros
possiveis constituintes presentes na amostra. Nos guias desenvolvidos pelo EMEA
para a industria farmacéutica, estdo descritos os principais itens para validacéo de
meétodos qualitativos e quantitativos por NIR.

Para Braga & Poppi (2004)?° e Sena et al. (2004)'?® figuras de mérito como
sensibilidade, seletividade, razdo sinal-ruido e limite de deteccdo podem ser
calculados através do NAS.

Diversos autores tém sugerido parametros adaptados aos descritos para
meétodos univariados, que propiciem a validacdo de tal procedimento em produtos
farmacéuticos. Segundo Moffat et al. (2000)®, as normas estabelecidas pelo ICH
para validagdo de procedimentos analiticos univariados podem ser adaptadas para

determinagdes por espectroscopia no NIR. Neste estudo é feita uma sugestao de

> |CH Harmonised Tripartide Guideline, Q2 (R1), USA, 2005.

1% Olivieri, A. C. et al., Pure and Applied Chemistry (IUPAC Technical Report) 78 (2006) 633-661.
% EMEA guidance. EMEA/CVMP/961/01, London, 2003.

* Annual Book of ASTM Standards, E1655, 2000.

% Braga, J. W. B.;, Poppi, R. J., Quim. Nova, 27 (6) (2004) 1004-1011.

'8 Sena, M. M. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 36 (2004) 743-749.

% Moffat, A. C. et al., Analyst 125 (2000) 1341-1351.
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como deve ser conduzido o procedimento para determinagdo de parametros como
especificidade, linearidade, intervalo, exatidao, precisao, limite de deteccéo, limite de
quantificacao e robustez para a quantificacdo de comprimidos de paracetamol.

Para Blanco & Alcala (2006)"!, a validacdo de um método multivariado pode
ser realizada a partir dos parametros recomendados para métodos univariados,
segundo preconiza o ICH. Neste estudo, foi desenvolvido e validado um método
para a determinagdo simultdnea de cinco farmacos em uma preparagao
farmacéutica, por espectroscopia no NIR.

Ainda ndo estdo descritos na literatura, normas ou sugestdes de o6rgaos
oficiais do setor farmacéutico para a validacdo de métodos multivariados utilizando
espectroscopia no infravermelho médio.

Na Tabela 3 € possivel observar os principais parametros discutidos em
estudos sobre validacdo de métodos multivariados de calibragdo, bem como um
resumo de como os autores e/ou 6rgaos reguladores sugerem a realizacdo dos

testes.

" Blanco, M.; Alcala, M., Eur. J. Pharm. Sci. 27 (2006) 280-286.
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Tabela 3. Parametros de validacado para métodos multivariados.

Parametro Conducéo do teste

Especificidade Adicdo de possiveis interferentes
(seletividade) nas amostras; comparagdo com
espectros de referéncia.
Produgéo de amostras com
possiveis interferentes;
Verificacdo do uso de informacgao
espectral referente ao analito,
para os numeros de onda
utilizados na calibragao.
Estimativa do sinal perdido por
ortogonalidade, através do

calculo do NAS.

a

Comparacgao do espectro das

amostras com espectros de

referéncia
Linearidade Regresséo linear entre valores
previstos vs. valores medidos
a
Preciséao Nove determinagdes (trés

(repetibilidade) replicatas de trés concentra¢des
diferentes)
Dezoito determinagdes (seis
replicatas de trés concentragdes

diferentes).

a

Exatidao Calculo do erro de previsao.
Comparacgao entre valores
previstos e valores medidos.
Aplicagao de teste t pareado.
Calculo do erro médio quadratico
de previséao.
Comparacgao entre valores

previstos e valores medidos.

Autor ou Org&o regulador
Moffat et al. (2000)*

Norma EMEA (2003)""

Braga & Poppi (2004)*°; Norma IUPAC

Norma ASTM E-1655 (2005)*
Blanco et al. (1999)"; Blanco et al. (2002)"®;
Blanco et al. (2004)*; Blanco et al. (2006)""

Moffat et al. (2000)* ; Norma EMEA (2003)'%;
Blanco et al. (1999)"; Blanco et al. (2002)"°;
Blanco et al. (2004)?; Blanco et al. (2006)""

Braga & Poppi (2004)*°; Norma ASTM E-1655

(2005)*; Norma IUPAC (2006)"%*

Moffat et al. (2000)*; Norma EMEA (2003)'%;

Norma ASTM E-1655 (2005)*

Norma IUPAC (2006)'%

Blanco et al. (1999)"; Blanco et al. (2002)"®;
Blanco et al. (2004)?’; Blanco et al. (2006)"’
Moffat et al. (2000)%°; Norma EMEA (2003)'%;
Blanco et al. (1999)"®; Blanco et al. (2002)"°;
Blanco et al. (2004)*; Blanco et al. (2006)""

Braga & Poppi (2004)**

Norma ASTM E-1655 (2005)*

a

Norma IUPAC (2006)""*
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Tabela 3. Parametros de validagdo para métodos multivariados (cont.)

Robustez Variagdes no ambiente (por ex. Moffat et al. (2000)™°; Norma EMEA (2003)""
temperaura ou umidade); variagbes
instrumentais (por ex. lampadas);
variagdes no modelo de calibragao
(por ex. numero de VL)
Amostras analisadas em um Blanco et al. (1999)"; Blanco et al. (2002)"®;
intervalo de tempo. Comparagéo Blanco et al. (2004)*°; Blanco et al. (2006)"
dos valores previstos vs. valores
medidos
2 Braga & Poppi (2004)*°; Norma ASTM E-
1655 (2005)*; Norma IUPAC (2006)'%*

# N&o discutido na norma ou artigo




4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Instrumentacao

As determinagdes de SMZ e TMP nas amostras através do método de
referéncia foram feitas empregando um cromatdgrafo liquido Série Agilent 1100
equipado com bomba Agilent modelo G1311A, detector por arranjo de diodos Agilent
modelo G1315B e amostrador automatico modelo G133A ALS. O comprimento de
onda utilizado foi de 254 nm e as areas dos picos integradas (automaticamente) pelo
computador através do programa CHEMSTATION®. A separacdo foi feita a
temperatura ambiente usando coluna Zorbax ® SBC-18 (d.i. 250 mm x 4,5 mm,
tamanho de particula 5 um). Coluna Zorbax ©® SBC-18 (d.i. 12,5 mm x 4,5 mm,
tamanho de particula 5 um) foi utilizada como coluna guarda.

Para aquisicao dos espectros de infravermelho por reflexao total atenuada, foi
utlizado um espectrometro PerkinElmer (modelo Spectrum One® FTIR,
http://www.perkinelmer.com, EUA), equipado com IRE de seleneto de zinco. Argbnio
foi utilizado como gas de purga (99,998% de pureza, White Martins,
http://www.whitemartins.com.br, Brasil).

Para a etapa de aquisi¢ao dos espectros de infravermelho por reflexdo difusa,
foi utiizado um  espectrofotdbmetro NICOLET (modelo Magna 550,
http://www.thermo.com, EUA) com acessorio de refletancia difusa PIKE
Technologies (EasiDiff®, http://www.piketech.com, EUA).

Para a pesagem das amostras foi utilizada uma balanga analitica Shimadzu
(modelo AY220, http://www.shimadzu.com.br, Brasil), com resolugéo de 0,0001 g e
carga maxima de 220 g. Todas as amostras foram misturadas em moinho criogénico

Spex Certiprep (Model 6750 Freezer/Mill, http://www.spexcsp.com, EUA).
4.2. Reagentes

A agua utilizada foi destilada e deionizada em uma coluna trocadora de ions
convencional (condutividade maxima de 0,6 pS cm™) e purificada em um sistema
Milli-Q (Milli-Q®, http://www.millipore.com, EUA), com resistividade final de 18,2 MQ
cm.

Os solventes utilizados na determinagcdo das amostras por HPLC, foram:

metanol grau HPLC (Merck, www.merckla.com, Alemanha), acetonitrila grau HPLC
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(Merck, www.merckla.com, Alemanha) e trietilamina (Vetec,
www.vetecquimica.com.br, Brasil). Também, foram utilizados, hidroxido de sddio
P.A. (Vetec, www.vetecquimica.com.br, Brasil), acido acético glacial P.A. (Vetec,
www.vetecquimica.com.br, Brasil) e brometo  de potassio (Vetec,
www.vetecquimica.com.br, Brasil) (utilizado para aquisicdo do espectro denominado

“branco”, na determinagao das amostras por DRIFTS).
4.3. Amostras

Sulfametoxazol SQR (substéancia quimica de referéncia) e Trimetoprima SQR
foram cedidas pela Farmacopéia Brasileira. Matérias-primas sulfametoxazol (lote n°
22960805) e trimetoprima (lote n° 200504246) foram adquiridas da empresa
Henrifarma (Sao Paulo, Brasil). Amido e estearato de magnésio (excipientes) foram
cedidos pelo laboratério de Tecnologia Farmacéutica da UFSM. Estas matérias-
primas foram utilizadas para construgcdo do conjunto denominado “amostras
sintéticas”. As concentracdes das amostras sintéticas variaram de 400 a 900 mg g™
para SMZ e 80 a 240 mg g’ para TMP (abrangendo uma faixa de concentragdo em
torno de 25% do valor médio encontrado para amostras comerciais), conforme
Tabela 4. Amostras comerciais contendo os farmacos foram adquiridas no comércio
local (drogarias), na forma de comprimidos contendo 400 e 80 mg, ou 800 e 160 mg

de SMZ e TMP por comprimido, respectivamente.
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Tabela 4. Composi¢cédo das amostras sintéticas empregadas.

Amostra SMZ T™P Excipiente
(mgg™) (mgg) (mgg)
1° 400 120 480
2° 400 140 460
3° 400 160 440
4° 400 180 420
5° 400 200 400
6° 400 240 360
7° 600 80 320
8° 600 120 280
9° 600 140 260
10° 600 160 240
11° 600 180 220
12° 600 200 200
13° 600 240 160
14° 700 80 220
15° 700 120 180
16° 700 140 160
17° 700 160 140
18° 700 200 100
19° 700 240 60
20° 800 80 120
21° 800 120 80
22° 800 140 60
23° 800 160 40
24° 800 180 20
25° 800 200 0
26° 850 80 70
27° 850 120 30
28° 850 140 10
29° 850 150 0
30° 900 80 20
31° 900 90 10
32° 900 100 0
33° 500 125 375
34° 500 175 325
35° 500 220 280
36° 650 100 250
37° 650 150 200
38° 650 175 175
39° 650 220 130
40° 750 100 150
41° 750 125 125
42° 750 150 100
43P 750 175 75
44° 750 220 30
45° 825 100 75
46° 825 125 50
47° 825 175 0
48P 875 100 25
49° 875 125 0

c: amostras sintéticas utilizadas no conjunto de calibragéo
p: amostras sintéticas utilizadas no conjunto de previséo.
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4.4. Programas computacionais

Para o tratamento dos dados foram utilizados dois programas
computacionais: Pirouette® versdo 3.11 (http://www.infometrix.com, EUA), sendo
usado o PCA e HCA; e MATLAB® versiao 6.5 (The Math Works,
http://www.mathworks.com, EUA), sendo usado o pacote “iToolbox” versao 2
desenvolvido por Lars Norgaard (iToolbox for MATLAB, http://www.models.kvl.dk,
EUA), para a selegao das variaveis (algoritmos iPLS e siPLS).

4.5. Determinacéo de sulfametoxazol e trimetoprima por HPLC

A quantificacdo de SMZ e TMP nas amostras (sintéticas e comerciais) foi feita
por HPLC, segundo metodologia descrita na Farmacopéia Brasileira 42 edigao®”
Para a determinacgao foi utilizado um cromatografo a liquido provido de detector
ultravioleta a 254 nm, uma coluna de silica quimicamente modificada ligada a grupo
octadecilsilano (5 um), mantida a temperatura ambiente. Para preparar a fase movel,
foram misturados 1400 mL de agua, 400 mL de acetonitrila e 2 mL de trietilamina
(pH da mistura ajustado para 5,91£0,1 com hidroxido de sédio 0,2 M ou acido acético
glacial) e o volume completado com agua. A quantidade de SMZ e TMP nos
comprimidos foi calculada a partir das respostas obtidas para as solu¢cbes padréo e
amostra. O mesmo procedimento foi adotado para quantificagcdo de SMZ e TMP nas
mateérias-primas utilizadas na construgdo das amostras produzidas no laboratorio
(amostras sintéticas).

Estudo adicional referente aos parametros recomendados pela ANVISA para
validacdo de metodologias analiticas, como linearidade, precisdo, exatiddo e
robustez foram aplicados durante a quantificagdo dos farmacos por HPLC, com o
objetivo de verificar possiveis alteragées no resultado obtido, oriundos de falhas no
equipamento e/ou procedimento. Os demais testes descritos na Farmacopéia
Brasileira 42 edicd0®® para as monografias dos farmacos e monografia dos
comprimidos foram aplicados, com o objetivo de verificar a qualidade das amostras

em estudo.

50 Farmacopéia Brasileira: parte I, quarto fasciculo. 4. ed, 2003.
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4.6. Analise por espectroscopia no infravermelho

Antes da aquisi¢cao dos espectros, as amostras (sintéticas e comerciais) foram
submetidas a moagem criogénica com o objetivo de promover a mistura dos
componentes e padronizar o tamanho da particula, utilizando o seguinte programa:
ciclo de pré-congelamento de 2 min, ciclo de moagem de 2 min e velocidade de 15
rom. Os espectros foram obtidos na regido do infravermelho médio (por reflexao total

atenuada e reflexao difusa), conforme pardmetros descritos a seguir.
4.6.1. Aquisicao dos espectros por reflexdo total atenuada

As amostras foram transferidas para a superficie do IRE. Apds aplicagao da
pressado do brago mecanico, o espectro foi adquirido. A quantidade de amostra a ser
disposta no acessoério, foi prevista por meio da aquisicdo de um conjunto de
espectros com quantidade crescente da mistura, sendo utilizado para este fim, a
amostra sintética contendo 700 mg de SMZ, 140 mg de TMP e 160 mg de excipiente
(amostra esta com concentragado dos farmacos aproximada as amostras comerciais
utilizadas no estudo). A padronizagao deste procedimento teve por fim determinar a
quantidade minima de amostra que produz espectros com menor ruido, favorecendo
a producdo de bandas espectrais com melhores contornos, de modo a néo
prejudicar a identificagdo dos farmacos. Neste caso, a massa de amostra escolhida
foi 35+0,3 mg

Na Tabela 5 sdo apresentados os parametros utilizados na aquisicao dos

espectros.

Tabela 5. Instrumentagao e regides empregadas na aquisi¢ao dos espectros por ATR-FTIR.

Parametros Condicbes
Regido espectral 650-4000 cm™
Detector DTGS - detector de sulfato de triglicina deuterada
Divisor de feixes KBr
Varreduras 16
Resolugao 2cm™
Acessorio Reflexdo Total Atenuada

Aplicativo Spectrum v 5.0.1°
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Anteriormente a obtencdo do espectro de cada amostra, foi coletado um
espectro de referéncia (background). Para tal, foi adquirido um espectro sem
amostra na superficie do IRE. Apds cada espectro de referéncia, as amostras foram
dispostas no compartimento do acessorio e submetidas a analise, conforme ilustrado
na Figura 8. Este procedimento foi adotado para trés pesagens de cada amostra,
obtendo-se desta forma o espectro em ftriplicata. O equipamento foi continuamente
purgado com argbnio para eliminar qualquer contribuicdo da umidade do ar e do CO;

na aquisi¢ao dos espectros.

Figura 8. Acessorio de reflexdo total atenuada acoplado ao espectrometro de infravermelho: a)

acessorio sem amostra, b) acessorio com amostra.

Os espectros das amostras coletados em triplicata, foram normalizados e, em
seguida, obteve-se o espectro médio. O perfil dos espectros de uma amostra

sintética, antes do processo de normalizagao, pode ser observado na Figura 9.



Materiais e métodos 50

151
; ‘
o
05 | , I
\ . L]* I] -I-.“fl "L'.L
l | ) Ny 'Y l ’ WY
0 I\ s ] . . .
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 S00

NUmero de onda (cm™)

Figura 9. Perfil dos espectros das amostras obtidos por ATR-FTIR.

Apds a aquisicao dos espectros de cada amostra, o IRE foi cuidadosamente

limpo com acetona, e seco com ar quente.
4.6.2 Aquisicao dos espectros por reflexdo difusa

As amostras foram transferidas para a superficie do acessério, prensadas e
em seguida, o espectro foi coletado. A quantidade de amostra a ser disposta no
acessorio de reflexdo difusa, foi prevista por meio da aquisicdo de um conjunto de
espectros com quantidade crescente da mistura (sendo utilizado para este, a
amostra sintética contendo 700 mg de SMZ, 140 mg de TMP e 160 mg de
excipiente). A massa de amostra que apresentou espectros com menor ruido foi
3410,3 mg. Com o objetivo de melhorar a reprodutibilidade dos espectros, foi
utilizado um sistema de prensagem das amostras. Este sistema consiste de um
material em polietilfluoretileno, que permite o depdsito da amostra na parte superior
do amostrador, mantendo a superficie uniforme e a aquisigdo do espectro mais
reprodutivel.

Na Tabela 6 sado apresentados os parametros utilizados na aquisicdo dos

espectros.
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Tabela 6. Instrumentagéo e regides empregadas na aquisicdo dos espectros por DRIFTS.

Parametros Condicbes
Regido espectral 600-4000 cm™
Detector DTGS - detector de sulfato de
triglicina deuterada
Divisor de feixes KBr
Varreduras 16
Resolugao 4cm”
Acessorio Reflexao Difusa
Aplicativo OMNIC®

51

Anteriormente a obtencdo do espectro de cada amostra, foi coletado um

espectro de referéncia (background). Para tal, foi adquirido um espectro de KBr,

disposto na superficie do acessério. Apds cada espectro de referéncia, as amostras

foram dispostas no compartimento e submetidas a analise, conforme ilustrado na

Figura 10. Este procedimento foi adotado para trés pesagens de cada amostra,

obtendo-se desta forma o espectro em triplicata.

Os espectros das amostras foram normalizados, e em seguida obteve-se o

espectro medio.
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amostra

Figura 10. Acessorio de reflexdo difusa acoplado ao espectrometro de infravermelho: a) acessorio

com material inerte (KBr), b) acessério com amostra.

O perfil dos espectros de uma amostra sintética, antes do processo de

normalizacéo, pode ser observado na Figura 11.
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Figura 11. Perfil dos espectros das amostras obtidos por DRIFTS.



Materiais e métodos 53

4.7. Construcéo dos modelos — Anélise multivariada

Antes da construgdo dos modelos, foi feita a detecgdo de amostras anémalas
e a selegdo das amostras que constituiram os conjuntos de calibragdo e previséo,
através da PCA e da HCA, disponiveis no programa Pirouette® versdo 3.11. A
seqguir, foi construido o modelo global utilizando PLS empregando toda a faixa
espectral. Por fim, foram construidos os modelos de calibracdo através de 2
diferentes algoritmos: iPLS e siPLS, disponiveis no pacote “iToolbox” verséo 2,

desenvolvido por Lars Norgaard'%? para ambiente MATLAB®.
4.7.1. Deteccédo de amostras an6malas

Para assegurar a qualidade dos conjuntos de calibracdo e previsao, foi feita a
detecgdo de amostras andmalas. Para tal procedimento, foi utilizada a PCA, através
da analise do grafico dos residuos de Student vs. a distancia de Mahalanobis'"’, o
qual permite verificar a influéncia de cada amostra em particular no modelo.

Amostras com alto residuo foram descartadas.
4.7.2 Selecao das amostras dos conjuntos de calibracéo e previsao

A selecdo das amostras para constituigdo dos conjuntos de calibragcéo e
previsdo teve dois objetivos principais: construir conjuntos que contenham a
informacdo da matriz de dados utilizados neste estudo e que contenha a maior
variabilidade possivel em relacao a faixa de concentracao.

Para a selegdo das amostras que constituiram os conjuntos de calibragéo e
previsao foi adotado o seguinte procedimento:

a) Producao de amostras sintéticas com excipientes considerados “universais”
(presentes nas misturas das formulagdes de comprimidos disponiveis no mercado).
Os excipientes escolhidos foram amido e estearato de magnésio, na proporgao de
99+1. A mistura contendo sulfametoxazol e trimetoprima foi completada até 1 grama,
com a mistura de excipientes.

b) Aplicagdo do algoritmo HCA, para o conjunto formado por amostras
sintéticas e amostras comerciais. Esta etapa de selegdo para os conjuntos de

calibragdo e previsdo foi feita através da observacdo da similaridade entre as

'%2 Norgaard, L. et al., Appl. Spectrosc. 54 (2000) 413-419.
w Pirouette, Multivariate Data Analysis, versédo 3.11, Infometrix.
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amostras (dendrograma), fornecido pela HCA. Dentre os grupos similares fornecidos
pelo HCA (indice de similaridade de 0,5) foi selecionada, no minimo, uma amostra
para compor o conjunto de previsao. O critério para selegdo das amostras sintéticas
em cada grupo foi a informagao contida na variavel Y, referente a concentracédo das
amostras. Assim, foram selecionadas amostras com valores intermediarios de
concentracdo para o conjunto de previsdo, a fim de garantir que as amostras com
valores extremos estariam presentes no conjunto de calibragdo. Para amostras
comerciais similares, o critério de escolha adotado foi a inclusdo de amostras do
mesmo fabricante, porém lotes diferentes em cada conjunto.

O conjunto de calibragao foi formado por 32 amostras sintéticas e 9 amostras
comerciais e o0 conjunto de previsdo por 17 amostras sintéticas e 6 amostras
comerciais. Para as amostras produzidas no laboratério, as substancias ativas foram
manipuladas de forma a obter um conjunto com diferentes concentragdes, através
de pesagem e diluicdo com excipiente. Os conjuntos de calibragcéo e previsdo assim
definidos foram utilizados para o desenvolvimento dos modelos por ATR-FTIR e
DRIFTS.

4.7.3. Desenvolvimento dos modelos para a determinacdo de sulfametoxazol e

trimetoprima

O desenvolvimento dos modelos de calibragao para a determinacéo do SMZ e
TMP nas amostras foi dividido em 3 etapas. Na primeira etapa foi testado o
tratamento MSC associado aos pré-processamentos autoescalado e centrado na
média, na constru¢cao de modelos utilizando PLS e todas as variaveis independentes
(item 4.7.3.1). Um teste F (95% de confianga) foi aplicado para fim de comparagao
entre os erros de previsdo obtidos para os diferentes modelos. Na segunda etapa
foram utilizados os algoritmos iPLS e siPLS para a sele¢cdo dos numeros de onda
correlacionados com os farmacos (item 4.7.3.2) e na terceira etapa, os melhores
modelos foram escolhidos a partir dos valores de RMSECV, RMSEP e R? (item
4.7.3.3). Nesta etapa foi aplicado um teste F (95% de confianga) para comparagéo
entre os erros de previsao dos modelos escolhidos.

O numero de VL escolhida para cada modelo foi baseado no menor
RMSECV, o qual ndo apresentava diferenga na ordem de grandeza em relagédo ao
RMSECYV atribuido a VL anterior.
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4.7.3.1. Testes preliminares e obtencdo do modelo global PLS

O modelo global foi constituido a partir do espectro inteiro e foi testado como
recurso de tratamento dos dados, o MSC. Como pré-processamentos foram
avaliados, os dados centrados na média e autoescalados. Foram obtidos cinco
modelos para cada farmaco, dos quais foi escolhido o modelo com menores valores
de RMSECV, RMSEP e maior valor de R?. Para evitar sobreajuste (“overfitting”)
preferiram-se modelos com valores de RMSECV e RMSEP semelhantes. O mesmo
tratamento e 0 mesmo pré-processamento foram adotados para todos os modelos

desenvolvidos no estudo, o que permitiu a comparagao posterior entre estes.
4.7.3.2. Método de selecdo de variaveis

As variaveis espectrais foram selecionadas através do emprego dos métodos
de selecdo de variaveis, iPLS e siPLS.

Na etapa de selegdo de variaveis, tanto nos modelos iPLS, quanto nos
modelos siPLS, os espectros foram divididos em 10, 25 e 50 intervalos. Quando da
aplicagao do siPLS, foram combinados até 5 intervalos para os modelos construidos
por divisdo do espectro em 10 intervalos. Para os modelos construidos por divisdo
do espectro em 25 e 50 intervalos, foram combinados até 3 intervalos (combinagdes
possiveis para 4 e 5 intervalos ndo foram adotadas devido ao tempo necessario para
construcao dos modelos).

A rotina dos algoritmos iPLS e siPLS gera informagdes graficas, indicando o
numero de variaveis latentes usadas em cada intervalo e os valores de RMSECV. O
subintervalo que apresenta o menor valor de RMSECV deve ser selecionado para
posterior comparagao com valores de RMSECV de modelos construidos com a

informagao de toda a faixa espectral (modelo global PLS)"%2,
4.7.3.3. Avaliacdo dos modelos obtidos

Os modelos foram avaliados em termos do numero de variaveis latentes
(VLs), RMSECV, RMSEP'% ¢, por fim, através do coeficiente de determinagéo entre
valores previstos e medidos do conjunto de calibragdo (R%.).

As regides com valores de RMSECV menores que o modelo global PLS foram

selecionadas para a construcdo dos diferentes modelos, sendo posteriormente,

'%2 Norgaard, L. et al., Appl. Spectrosc. 54 (2000) 413-419.
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comparadas com a eficiéncia do modelo global. O desempenho dos modelos
escolhidos foi avaliado através do erro padrao relativo de previsao (RSEP).
O erro sistematico (“bias”) foi calculado para as amostras do conjunto de previsao
e avaliado sua significancia através do teste t. A determinagdo da significadncia do
erro sistematico foi também aplicada, de maneira independente, para o subconjunto
de amostras comerciais, presentes no conjunto de previsao. Este procedimento teve
por objetivo avaliar a capacidade do modelo desenvolvido em fazer a previsdo
destas amostras, ja que as mesmas possuem uma matriz mais complexa
(excipientes variados) quando comparadas com as amostras sintéticas, o que
poderia ocasionar tendéncia’’.
A repetibilidade dos métodos propostos foi avaliada através do calculo da

precisd0?®, para 3 concentracdes diferentes de amostras sintéticas (3 replicatas).

4.7.4 Comparacdo entre os modelos de calibracdo através de testes de

significancia

O teste F (95% de confianga) foi aplicado para avaliar a diferenga entre os
modelos desenvolvidos para cada técnica separadamente (ATR-FTIR e DRIFTS),
com o objetivo de selecionar, entre os que apresentavam erros de previsdao sem
diferenca significativa, aquele(s) que apresentava(m) menor RMSEP.

Em uma segunda etapa, o teste F (95% de confianga) foi aplicado para
comparar os erros obtidos entre os modelos escolhidos, com o objetivo de avaliar se
havia diferenga entre as duas metodologias propostas.

Os resultados obtidos para a previsdo das amostras foram também avaliados
em relagdo a concordancia com a variagao permitida pelos codigos oficiais. Neste
estudo, foi adotada a variacdo permitida pela Farmacopéia Brasileira 42 edi¢cdo®, a
qual estabelece que comprimidos contendo SMZ e TMP ndo devam apresentar
teores abaixo de 93% e acima de 107% do valor nominal. O valor obtido por HPLC
foi adotado como valor nominal (em razao de ser esta a informagao fornecida para a
construgdo dos modelos por PLS) e a variagdo para os valores obtidos por DRIFTS
e por ATR-FTIR foi calculada a partir deste valor nominal.

Um teste t pareado (95% de confianga) foi aplicado com o objetivo de

comparar cada metodologia proposta com o método de referéncia.

" lturriaga, H. et al., Analyst (2001) 1135-1141.
% Braga, J. W. B.;, Poppi, R. J., Quim. Nova, 27 (6) (2004) 1004-1011.
50 Farmacopéia Brasileira: parte I, quarto fasciculo. 4. ed, 2003.
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4.8 Fluxograma das etapas desenvolvidas

Na Figura 12 é possivel observar um fluxograma com as principais etapas

desenvolvidas durante o trabalho.

Amostras de sulfametoxazol e trimetoprima

[ Moagem criogénica

HPLC

ATR-FTIR > { DRIFTS

PCA ‘[ Deteccédo de amostras andémalas ]

|

PLS

Selegao amostras calibragéo e
HCA _[ validagdo
iPLS siPLS

Escolha dos melhores modelos

Comparacao dos métodos

Figura 12. Fluxograma das etapas desenvolvidas na determinagéo de sulfametoxazol e trimetoprima
por ATR-FTIR e DRIFTS.



5. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.1. Principais caracteristicas fisico-quimicas dos farmacos e associacdes

A Figura 13 mostra as estruturas quimicas das duas substancias utilizadas
neste estudo. Estas substancias apresentam-se disponiveis no mercado nacional
em associagao, como comprimidos e suspensdes, contendo, além das substancias

ativas, excipientes farmacéuticos variados.

(8] NH;
Il CH; /(

NH, ﬁ—NH N N
0 N—O

0
6
2

(a) (b)

Figura 13. Férmulas estruturais do (a) sulfametoxazol e da (b) trimetoprima'®.

A determinagao simultdnea dos farmacos em formas soélidas orais, como
comprimidos, pode ser obtida através de cromatografia liquida de alta eficiéncia,
segundo metodologia descrita na Farmacopéia Brasileira. As diferentes formulag¢des
utilizadas neste estudo foram quantificadas por esta técnica, sendo que a mesma
apresentou resultados satisfatérios quanto aos itens linearidade, precisdo e
exatiddo. Entretanto, alguns pontos podem ser considerados em relagdo a
quantificacdo dos farmacos por cromatografia liquida:

a) tempo de analise prolongado: em média, sdo necessarios 30 minutos para
a analise de cada formulacao (em ftriplicata), considerando um tempo de corrida de
10 minutos e excluindo-se a etapa de construgao da curva de calibragao.

b) utilizagdo de solventes orgénicos como componentes da fase movel:
considerando-se o tempo médio de 30 minutos, foi gasto um volume de 6 ml de

acetonitrila, para cada analise.

%4 O'Neil, M. J.; Smith, A.; Heckelman, P. E.;, Budavari, S.; The Merck Index, USA, 2001, 1151-1198.
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Desta forma, metodologias analiticas que tenham como caracteristica a
rapidez devem ser consideradas em rotinas de analise de medicamentos em
industrias farmacéuticas, principalmente na area de monitoramento de processos,
permitindo determinagdes em tempo real. Em relagdo ao uso de solventes
organicos, a busca por metodologias que eliminem o uso de solventes téxicos torna-
se imprescindivel, em virtude do impacto ambiental que empresas desta natureza
causam, devido ao grande volume diario de residuo toxico produzido.

A espectroscopia no infravermelho contempla as caracteristicas de rapidez e
eliminagcdo do uso de solventes organicos, conforme citado acima. Além disso, o
uso da espectroscopia no modo de reflexdo elimina a etapa de preparo, ja que
permite a aquisicdo do espectro diretamente da amostra, evitando problemas como
perda de material, gasto de reagentes e aumento no tempo de analise.

Os espectros do SMZ e TMP para as duas técnicas estudadas séao

demonstrados nas Figuras 14 e 15.
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Figura 14. Espectro do sulfametoxazol por reflexao total atenuada e reflexao difusa
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Figura 15. Espectro da trimetoprima por reflexao total atenuada e reflexao difusa

Como pode ser observado, os espectros de SMZ e TMP coletados por ATR-
FTIR e DRIFTS apresentam perfis de absorcao semelhantes, porém intensidades
bastante diferenciadas dependendo da regido espectral. Este fato pode beneficiar a
utilizacdo destas técnicas associada com meétodos de selecdo de variaveis, na
determinagao simultdnea dos farmacos, ja que pode evidenciar regides capazes de

prever os farmacos, mesmo em casos de sobreposicao espectral.
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A comparacao entre as duas técnicas pode auxiliar no estudo de qual regiao
€ a mais relevante na determinacdo de um ou outro farmaco, ou seja, se os
espectros mais intensos obtidos por DRIFTS sdao mais adequados para a previsao
do componente em maior concentragéo (no caso, 0 SMZ) ou o inverso.

Na Tabela 7, os diferentes excipientes presentes nas formulagdes e
declarados pelo fabricante sdo apresentados. A informacdo contida nestes
excipientes pode ser util para a construgdo de modelos robustos e que tenham
capacidade de previsao satisfatoria.

A escolha do excipiente para a manipulagao das amostras sintéticas (amido e
estearato de magnésio, 99+1) foi baseada na ampla utilizacdo destas substancias
como excipientes farmacéuticos. Em virtude das formulagdes comerciais terem sido
provenientes de diferentes industrias farmacéuticas, com diferentes composicoes e,
consequentemente, diferentes tamanhos de particula, foi adotado um procedimento
de moagem para uniformizagéo. A variagdo do tamanho da particula em amostras
submetidas a procedimentos de reflexdo pode causar alteragdo no espectro,
deslocando a linha de base, comportamento que se torna mais pronunciado em
comprimentos de onda de grande absorgdo pela amostra*’. A uniformizagdo do
tamanho das particulas, através de processos de moagem, pode minimizar 0s
fatores citados acima. Para as condigbes do programa de moagem selecionado, as
particulas apresentaram tamanho < 80 ym e nao foram observados os efeitos de

deslocamento da linha de base e ruido.

42 Cordeiro, G. A., Dissertagédo de Mestrado. Universidade Federal do Parana, Curitiba — PR, 2006.
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Tabela 7. Excipientes das formulagbes de comprimidos contendo sulfametoxazol e trimetoprima.

Amostra Excipientes
comercial
A Dioctilssulfosuccinato de sddio, estearato de

magnésio, povidona, amido carboximetilsodico.
B metilcelulose, amidoglicolato de sédio, estearato
de magnésio.
C Amido de milho, estearato de magnésio,

croscarmelose sdédica, laurilsulfato de sédio,

manitol.
D Nao informado pelo fabricante
E Amido, manitol, didxido de titanio, explosol,

celulose microcristalizada, estearato de
magnésio.

F Nao informado pelo fabricante.
Amido, laurilétersulfato de sodio, croscarmelose
sodica, estearato de magnésio.

H Nao informado pelo fabricante.

I Amido, laurilétersulfato de sédio, croscarmelose

sodica, estearato de magnésio.

A seguir, serdo apresentados todos os critérios para exclusdo de amostras
an6malas, definicdo das amostras para composi¢gdo do conjunto de calibragdo e
previsao, bem como os parametros avaliados para o desenvolvimento dos modelos
de calibragdo na determinagcao de SMZ e TMP em amostras sintéticas e comerciais

contendo os farmacos, utilizando os algoritmos iPLS e siPLS.
5.2 Deteccao de amostras andmalas - Analise por componentes principais

A matriz de dados (variaveis X e Y) foi, inicialmente, tratada no aplicativo
Pirouette® 3.11 da Infometrix, para a deteccdo de amostras anémalas e para a
definicdo das amostras dos conjuntos de calibracédo e previsdo. A PCA foi aplicada
ao conjunto de dados, a fim de identificar as amostras andmalas de misturas
contendo SMZ e TMP, com o objetivo de eliminar qualquer influéncia negativa nos
modelos de calibragdo. Nesta analise foram utilizadas as regides espectrais

compreendidas entre 650 a 4000 cm™, sendo os dados autoescalados.
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Na Tabela 8, € apresentada a variancia dos dados atribuidos a cada

componente principal (CP) utilizada, bem como a variancia acumulada.

Tabela 8. Variancia e varidncia acumulada em fungdo do numero de componentes principais

utilizadas.

Numero de CPs Variancia (%) Variancia acumulada (%)

1 55,52 55,52
2 25,24 80,76
3 6,56 87,32
4 4,50 91,82
5 2,32 94,14
6 1,42 95,56
7 0,67 96,23
8 0,44 96,67
9 0,31 96,98
10 0,25 97,23

Com base na Tabela 8, é possivel verificar que 5 CPs séo suficientes para
descrever a maior parte da informacdo presente no conjunto de dados. Assim,
baseado nas 5 CPs selecionadas, as amostras anOmalas presentes foram
detectadas através da analise do grafico que relaciona os residuos de Student vs. a

"7 Amostras com alto residuo foram excluidas do

distdncia de Mahalanobis
conjunto, em funcéo da diferenga apresentada em relagéo as demais, a exemplo das

3 amostras salientadas com um circulo externo, na Figura 16.

w Pirouette, Multivariate Data Analysis, versédo 3.11, Infometrix.
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Figura 16. Grafico de diagndstico de amostras andbmalas.

Apds a exclusdao das amostras andmalas presentes no conjunto de dados,
selecionaram-se as amostras que constituiram os conjuntos de calibracdo e

previsao.
5.3 Selecdo das amostras para conjunto de calibracao e previsao

Diferentes relatos na literatura demonstram que a n&o inclusao da informagao
das variagbes presentes na matriz do conjunto de calibragdo gera modelos com
baixa capacidade de previsdo para amostras comerciais®4%:99124.128

Para as amostras em estudo (amostras comerciais), a informagao espectral
estd baseada nas substdncias ativas e nos excipientes que as compdem,
diferenciando-se a partir dos diferentes fabricantes.

Testes preliminares, onde as amostras comerciais ndo estavam inclusas no
conjunto de calibragdo, forneceram modelos com elevados erros de previséo e
excessivo numero de VL. O numero elevado de VL permite construir um modelo com
boa capacidade de previsdao das amostras de calibragdo (baixo RMSEC), ja que a

informagao especificamente relacionada ao conjunto de calibragédo esta incluida no

8 Barthus, R. C.; Mazo, L. H.; Poppi, R. J., J. Pharm. Biomed. Anal 38 (2005) 94-99.

42 Cordeiro, G. A., Dissertagao de Mestrado. Universidade Federal do Parana, Curitiba — PR, 2006.
% Navea, S.; Tauler, R.; Juan, A., Anal. Biochem. 336 (2005) 231-242.

124 Rossignoli, P. S.; Dissertagéo de Mestrado. Universidade Federal do Parana, Curitiba — PR, 2006.
' Sena, M. M. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 36 (2004) 743-749.
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modelo, porém para amostras “desconhecidas” (conjunto de previsdo) o erro
associado é geralmente elevado®.

Com o objetivo de construir conjuntos de calibragdo e previséo
representativos, alguns procedimentos foram adotados:

1) Constru¢cdo do conjunto de amostras sintéticas com excipientes
considerados “universais”. Este procedimento permitiu obter informacdo dos
excipientes amido e estearato de magnésio, amplamente utilizados em formulag¢des
farmacéuticas.

2) Aplicacdo do algoritmo HCA®! - A selecdo das amostras dos conjuntos de
calibragao e previsao foi baseada no critério de similaridade entre estas, a partir da
aplicacdo do algoritmo HCA, conforme Figura 17. Segundo Ifion et al. (2003)’®, a
HCA associada a espectros no infravermelho aplicada na selecédo das amostras do
conjunto de calibragao permite incluir dentro do modelo a representagcao completa
das amostras consideradas. Além disso, se a analise por agrupamento é realizada
em conjunto com uma nova amostra desconhecida, €& possivel observar
graficamente se o conjunto de calibragdo € representativo ou ndo para esta nova
amostra.

3) Além da utilizacdo da analise por agrupamentos hierarquicos para a etapa
de selegao das amostras, que constituiram os conjuntos de calibragéo e previséao foi
utilizada, também, a informacido contida na variavel referente a concentracdo dos

farmacos nas amostras.

® Chen, Q. et al, J. Pharm. Biomed. Anal. 46 3 (2008) 568-573.
* Feng, Y.; Hu, C., J. Pharm. Biomed. Anal. 41 (2006) 373-384.
" |fion, F. A. et al., Anal. Chim. Acta 489 (2003) 59-75.
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Figura 17. Dendrograma fornecido pela analise por agrupamentos hierarquicos, para a selegéo das

amostras dos conjuntos de calibragéo e previséo.

Assim, levando em consideracao esses fatores, as amostras de SMZ e TMP
foram distribuidas de modo a garantir que a maior variabilidade presentes nos dados
esteja contemplada no conjunto de calibragdo>. A distribuicdo da concentragdo das
amostras de calibragéo e de validagéo para quantificacdo de SMZ e TMP, encontra-

se representada nas Figuras 18 e 19.
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Figura 18. Distribuicdo das amostras de calibragéo e validagédo para quantificagdo de sulfametoxazol.

%8 Brereton, R. G., Analyst 125 (2000) 2125-2154.
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Figura 19. Distribuigdo das amostras de calibragéo e validagao para quantificagdo de trimetoprima

Desta forma, o conjunto de calibracdo foi composto por 41 amostras e o
conjunto de previsao por 23 amostras, dentro da faixa de concentragdo de 400 até
900 mg g™ para SMZ e 80 até 240 mg g’ para TMP.

5.4 Determinacdo do numero de variaveis latentes utilizadas nos modelos

Segundo Brereton (2000), erros de validaco cruzada, onde uma amostra é
deixada de fora e a construcdo do modelo de calibragao é feita com as amostras
restantes, sdo uteis na determinagdo do numero ideal de VL. Geralmente, os valores
de RMSECV atingem um minimo, correspondente ao numero ideal de VL e, em
seguida, ocorre um aumento do RMSECYV para cada VL adicionada ao modelo. Este
aumento do RMSECV corresponde a incorporagdo de informagao nao significativa
(ruido). Desta forma, o valor do RMSECV pode ser util na determinagédo do numero
de VL ideal na constru¢édo de um modelo de regressao multivariado.

A escolha do numero de VL foi baseada no menor RMSECV, o qual nao
apresentava diferenga na ordem de grandeza do RMSECV atribuido a VL posterior.
Este procedimento foi adotado com o objetivo de avaliar a dimensionalidade do
modelo, devido ao fato que os valores de RMSECV podem apresentar

comportamento monotdnico, ndo atingindo um estado de “minimo local” ou “platd”.

%8 Brereton, R. G., Analyst 125 (2000) 2125-2154.
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Como exemplo do procedimento adotado, as Figuras 20 e 21 mostram o
comportamento do conjunto de dados de calibragdo, onde estdo relacionados os
valores de RMSECYV atribuidos a cada VL.

Na Figura 20 é mostrado o grafico do RMSECYV versus o numero de variaveis
latentes para o modelo PLS desenvolvido com informagao do espectro inteiro, na
determinacao de TMP. Pode-se perceber que o menor valor (“minimo local’) de
RMSECYV ¢ obtido para a 42 e 52 VL.

25
20
15
10

il

12 3 4 5 6 7 8 910111213 14 15

RMSECV

Numero de variaveis latentes

Figura 20. Numero de variaveis latentes vs. RMSECV para modelo PLS — Representagao do “minimo

local”.

Neste exemplo, a escolha do numero de VL através da observacédo visual do
menor valor de RMSECV é, geralmente, aceita como critério para avaliar a
dimensionalidade de um modelo. Porém, em muitos casos, ndo existe uma queda
em curva, como pode ser observado na Figura 21 para o modelo construido a partir
da aplicagdo do algoritmo siPLS na determinagcdo de TMP (dados coletados por
DRIFTS).

Nesta situacdo, a decisao sobre a dimensionalidade do modelo a partir da
regra do “primeiro minimo local” ou “estado de platd” é insatisfatéria do ponto de
vista pratico como cientifico*®, pois o nimero de VL adotado pode conter informacéo
do ruido, gerando modelos com baixa capacidade de previsao. Este critério pode
ocasionar problemas de superestimagao dos modelos, conforme foi verificado nos

dados estudados.

% Faber, N. M.; Rajké, R., Anal. Chim. Acta 595 (2007) 98-106.
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Figura 21. Numero de variaveis latentes vs. RMSECV para modelo PLS — Representagdo do

comportamento monoténico.

Para os dados da Figura 21, os algoritmos desenvolvidos por Norgaard et al.
(2001)102 selecionam 8 VL para a construcido do modelo, o qual apresenta o menor
valor de RMSECV, porém na mesma ordem de grandeza que o valor de RMSECV
do modelo desenvolvido somente com 3 VL.

Desta forma, foi adotado como critério para avaliar a dimensionalidade do
modelo, o0 menor numero de VL que produz um RMSECV na mesma ordem de
grandeza que o sugerido pelos algoritmos de selecdo de variaveis aplicados (siPLS
e iPLS).

5.5 Testes preliminares e obtencédo do modelo global

Inicialmente, a escolha do tratamento e do pré-processamento mais
adequado para o desenvolvimento dos modelos foi avaliada através da modelagem
de toda a faixa espectral (modelo global), utilizando o algoritmo dos minimos
quadrados parciais (PLS).

O tratamento de correcao do espalhamento multiplicativo (MSC)64 € 0s pré-
processamentos autoescalado e centrado na média foram aplicados. Para facilitar a
visualizagcao dos resultados nas tabelas foi utilizada a sigla MSC, para a corregao do
espalhamento multiplicativo e as letras A e CM para a identificacdo dos pré-
processamentos, autoescalado e centrado na média, respectivamente. Para a
escolha do pré-processamento a ser adotado, foram construidos modelos com cada
pré-processamento isoladamente e associado com o tratamento MSC, sendo
comparados os valores de RMSECV, R%.. e RMSEP.

192 Norgaard, L. et al., Appl. Spectrosc. 54 (2000) 413-419.
 Geladi, P.; MacDougall, D.; Martens, H., Appl. Spectrosc. 39 (1985) 491-500.
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Como pode ser observado na Tabela 9, para os dados onde foi aplicado o
tratamento MSC, houve diminuicdo dos valores de RMSEP e RMSECV. A MSC visa
corrigir o efeito do espalhamento de luz presente em espectros obtidos por técnicas
de reflexdo, devido a diferenga na distribuicdo do tamanho das particulas, permitindo
uma corregdo da linha de base®. Este tratamento foi escolhido para aplicacéo nos

modelos desenvolvidos posteriormente.

Tabela 9. Pré-processamentos e tratamentos aplicados aos dados por ATR-FTIR para

sulfametoxazol.

e RMSECV RMSEP
Modelo processamentos Intervalos  VLs? . R%. .
e tratamentos SMZ (mg g™) SMZ (mgg™)

PLS nenhum Todos 7 41,32 0,963 28,80
PLS CM Todos 4 41,15 0,963 32,61
PLS A Todos 4 46,93 0,952 38,97
PLS A eMSC Todos 6 34,75 0,978 22,29
PLS CM e MSC Todos 6 32,69 0,977 22,11

a) VLs: variaveis latentes

Na escolha do pré-processamento a ser adotado, foi observado que nao
houve diferenga significativa (erros de previsdo comparados através de teste F, com
95% de confianga) entre a aplicagdo do pré-processamento “centrado na média” e
“autoescalado” para os diferentes modelos.

Os modelos posteriores foram criados utilizando o tratamento MSC e o pré-
processamento autoescalado para as determinagdes de SMZ (devido ser esta a
combinacdo adotada para os demais modelos criados por ATR-FTIR e DRIFTS,
conforme dados descritos a seguir). Na Tabela 10 é possivel observar os resultados
obtidos para os diferentes pré-processamentos e tratamentos aplicados aos dados

espectrais da TMP.

& Gemperline, P., Practical guide to chemometrics, New York, 2006, 140-145.
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Tabela 10. Pré-processamentos e tratamentos aplicados aos dados ATR-FTIR para trimetoprima

Pre- RMSECV ) RMSEP

Modelo processamentos Intervalos  VLs® R%cal
TMP (mg g”) TMP (mg g™)

e tratamentos

PLS nenhum Todos 5 15,60 0,933 8,03
PLS CM Todos 5 15,47 0,935 8,09
PLS A Todos 5 14,90 0,938 7,55
PLS A e MSC Todos 4 13,51 0,938 7,86
PLS CM e MSC Todos 2 16,04 0,928 9,72

a) VLs: variaveis latentes

Como ja observado para os dados referentes ao SMZ, ndo houve diferencga
significativa (erros de previsdo comparados através de teste F, com 95% de
confianga) para os modelos estudados. Desta forma, foi escolhido o tratamento MSC
e o0 pré-processamento autoescalado, para confec¢gdo dos modelos posteriores, pois
apresentou melhores resultados (menores valores de RMSECV e RMSEP).

O pré-processamento autoescalado e o tratamento MSC foram também
adotados para os modelos desenvolvidos por DRIFTS, pois apresentaram melhores
resultados, porém sem diferenca significativa (erros de previsdo comparados através

de teste F, com 95% de confianga).
5.6 Determinacgéo de sulfametoxazol por ATR-FTIR

A determinacdo de SMZ na mistura foi realizada a partir da aplicacdo do
algoritmo PLS. A aplicagao de métodos de seleg¢ao de variaveis (como iPLS e siPLS)
permitiu a selegcdo de regides do espectro com informagao relevante e menores
erros associados.

O algoritmo iPLS tem como principio dividir o espectro em regides
equidistantes e desenvolver modelos para cada subintervalo. Ja o algoritmo siPLS,
divide o espectro em intervalos e calcula todas as possiveis combinagdes de dois,
trés ou mais intervalos na construcdo dos modelos. Apdés, o RMSECV de cada
modelo € comparado ao RMSECV do modelo com a informagao do espectro inteiro.
O algoritmo siPLS foi aplicado com o objetivo de verificar se a combinagdo de mais

que um intervalo poderia resultar em modelos com maior capacidade preditiva.
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Neste estudo, foram combinados até 5 intervalos para os espectros divididos em 10
intervalos e até 3 intervalos para os espectros divididos em 25 e 50 intervalos.

Na Figura 22 é mostrado o grafico fornecido pela rotina iPLS'%, apés divisao
do espectro em 25 intervalos. A linha tracejada corresponde ao valor do RMSECV
para o modelo contendo as informagdes do espectro inteiro, as barras correspondem
ao RMSECV dos intervalos e 0 numero na base da barra corresponde ao numero de

variaveis latentes utilizadas para construir o modelo.
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Figura 22. Valores de RMSECYV para o modelo global (linha tracejada) e para os intervalos (barras)

na determinacdo de sulfametoxazol por ATR-FTIR. Os numeros indicados pela seta

correspondem as VL para cada intervalo.

Com o objetivo de avaliar o resultado da aplicagado dos algoritmos de selegao
de variaveis utilizados neste conjunto de dados bem como compara-los, foi
construido um modelo utilizando toda a regido espectral. O modelo envolvendo as
informagdes do espectro inteiro, denominado “modelo global”’, foi obtido com 6

variaveis latentes para SMZ (Tabela 11).

'%2 Norgaard, L. et al., Appl. Spectrosc. 54 (2000) 413-419.
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Tabela 11. Parametros dos modelos iPLS para sulfametoxazol utilizando ATR-FTIR

Modelo TV® Intervalos VLs® RMSECV Rl RMSEP
SMZ (mg g) SMZ (mg )
PLS 3351 todos 6 34,75 0,978 22,29
iPLS10 335 10 3 40,15 0,947 35,49
iPLS25 134 22 4 49,05 0,932 37,12
iPLS50 66 49 6 33,20 0,976 31,24

a )TV: numero total de variaveis, b) VLs: variaveis latentes

Para a determinagcao de SMZ por ATR-FTIR utilizando o algoritmo iPLS, foi
selecionado o intervalo 10 (para divisdo do espectro em 10 intervalos), o qual
corresponde & regido entre 650 e 985 cm™. Para a divisdo do espectro em 25
intervalos foi selecionada a regido entre 1055 e 1189 cm™ (intervalo 22) e para a
divisdo em 50 intervalos foi selecionada a regido entre 718 e 784 cm™ (intervalo 49).
Os intervalos selecionados compreendem as seguintes regides do espectro (650 a
1189 cm™):

a) regido onde os compostos aromaticos produzem bandas intensas,

originadas por deformagdes angulares fora do plano de C-H e dos anéis, que

podem ser correlacionadas com o modo de substituicido do anel aromatico

(intervalo 10)74".

b) regido de deformacédo angular simétrica fora do plano do grupo N-H
(intervalo 22) "*'.

c) regido de deformacao axial simétrica e assimétrica do grupo SO (intervalo

49) 741

O erro de previsdo do modelo global PLS é significativamente diferente dos
erros de previsdo dos modelos onde foi aplicado o algoritmo iPLS (teste F, 95% de
confianca).

O modelo que apresentou menor RMSEP foi aquele que utilizou a informagao
do espectro inteiro, mostrando que na aplicagdo do método de selegao de variaveis
por intervalos para este conjunto de dados, ndo houve diminui¢do no erro de
previsao, até o limite de divisdo do espectro em 50 intervalos. Segundo Pataca

(2007)”2, a informacéo relevante pode estar distribuida por toda a faixa espectral e

7 Barbosa, L. C. A; Espectroscopia no infravermelho: na caracterizagdo de compostos organicos, 2007, 25-43.

“' Colthup, N. B.; Daly, L. H.; Wiberley, S. E.; Introduction to Infrared and Raman Spectroscopy, London, 1990, 56-79.
"2 Pataca, L. M. et al., Talanta 71 (2007) 1926-1931.
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a selecdo de uma unica regidao poderia reduzir a informagcdo necessaria para a
construgcdo do modelo, o que pode produzir um aumento do RMSEP.

A Tabela 12 mostra os parametros dos modelos siPLS para SMZ. Todos os
modelos que utilizaram o espectro dividido em 25 e 50 intervalos mostraram

menores valores de RMSEP que o modelo utilizando informagao do espectro inteiro.

Tabela 12. Parametros dos modelos siPLS para sulfametoxazol utilizando ATR-FTIR

Modelo  TV? Intervalos ~ VLs®  RMSECV Rl RMSEP
SMZ (mg g'1) SMZ (mg g'1)
PLS 3351 todos 6 34,75 0,978 22,29
siPLS10 670 1e10 6 30,05 0,981 22,06
siPLS10 1005 1,2e3 7 26,32 0,988 26,42
siPLS10 1340 1,2,3e4 8 23,34 0,991 23,46
siPLS10 1675 1,2,3,4e5 9 24,46 0,992 22,86
siPLS25 270 9e23 9 21,52 0,996 13,18
siPLS25 405 6,9e23 8 23,35 0,995 16,25
siPLS50 136 39 e 49 6 19,52 0,993 18,09
siPLS50 204  11,23e49 7 15,75 0,995 19,28

a) TV: numero total de variaveis, b) VLs: variaveis latentes

Com base nos valores de RMSEP, os modelos foram comparados utilizando-
se o teste F (limite de confianga de 95%). Os 3 modelos que apresentaram menor
RMSEP [siPLS25 (2 intervalos), siPLS25 (3 intervalos) e siPLS50 (2 intervalos)]
possuem erros de previsdo sem diferengca significativa, sendo considerados
equivalentes. Entre estes 3 modelos, foi selecionado para discussdao mais
aprofundada aquele que apresentou menor RMSEP. O modelo escolhido foi aquele
onde o espectro foi dividido em 25 intervalos e selecionada a combinagdo do
intervalo 9 e 23. Este modelo mostrou boa correlagao entre os valores de referéncia
e os valores preditos.

Os intervalos selecionados incluem as regides entre 2794 a 2928 cm
(intervalo 9) e 920 a 1054 cm™” (intervalo 23), as quais correspondem a vibragdes de

7,41

estiramento CH; e S-N, respectivamente””'. Estes grupamentos fazem parte da

" Barbosa, L. C. A.; Espectroscopia no infravermelho: na caracterizagéo de compostos organicos, 2007, 25-43.
“ Colthup, N. B.; Daly, L. H.; Wiberley, S. E.; Introduction to Infrared and Raman Spectroscopy, London, 1990, 56-79.
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estrutura quimica do sulfametoxazol. De uma forma geral, a divisdo do espectro em
25 intervalos e a combinacao dos intervalos 9 e 23 reduziu os valores de RMSECV e
RMSEP, possibilitando a sele¢do de uma regido para a determinagdo do farmaco
com baixo erro de predicdo e reduzido numero de variaveis (270 variaveis
comparada as 3351 varidveis usadas no modelo utilizando informagao do espectro
inteiro). A Figura 23 mostra os valores de referéncia vs. os valores previstos para o

modelo selecionado.
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Figura 23. Valores de referéncia vs. valores previstos do modelo siPLS para sulfametoxazol usando
os intervalos 9 e 23 por ATR-FTIR.

A Figura 24 mostra o erro relativo para as 23 amostras do conjunto de

previsao.
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Figura 24. Erro relativo para as 23 amostras do conjunto de previsdo na determinagdo de
sulfametoxazol por siPLS.

O modelo selecionado apresentou baixo erro médio relativo de previséo

(RSEP = 1,79%), sugerindo que a metodologia utilizada apresenta boa exatidao.
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O erro sistematico incluso no modelo foi insignificante (bias = 2,75 e tgst < t
crit), Mostrando que os erros de previsdo nao apresentam tendéncia.

Para o subconjunto de amostras comerciais (13 a 18), ndo foi observada
tendéncia (bias = -1,94 e tst <t «rit), 0 que demonstra que o erro sistematico incluido
no modelo por estas amostras ndo é considerado significativo. A capacidade do
modelo desenvolvido em prever o conteudo das amostras comerciais, mesmo na
presenga de excipientes variados, conforme Figura 25, somado as regides
espectrais escolhidas, indica uma possivel selegdao da informacdo contida na

estrutura quimica do farmaco, e ndo somente informagao dos excipientes.
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Figura 25. Histograma da diferenga entre o valor da concentragéo pelo método de referéncia e o
valor previsto obtido pelo modelo siPLS para 6 amostras comerciais na determinacao de

sulfametoxazol.
5.7 Determinacdo de trimetoprima por ATR-FTIR

A determinacdo de TMP na mistura foi realizada a partir da aplicagao do
algoritmo PLS. A aplicagao de métodos de selecao de variaveis (como iPLS e siPLS)
permitiu a selegcdo de regides do espectro com informagao relevante e menores
erros associados.

Neste estudo, foram aplicados os algoritmos iPLS e siPLS como métodos de
selecdo de variaveis. Para os modelos criados a partir da aplicagdo do algoritmo
siPLS, foram combinados até 5 intervalos para os espectros divididos em 10

intervalos e até 3 intervalos para os espectros divididos em 25 e 50 intervalos.
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Na Figura 26 é mostrado o grafico fornecido pela rotina iPLS'%?, apos divisdo

do espectro em 25 intervalos.
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Figura 26. Valores de RMSECV para o modelo global (linha tracejada) e para os intervalos (barras)
na determinagdo de trimetoprima por ATR-FTIR. Os numeros indicados pela seta

correspondem as VL para cada intervalo.

Da mesma forma que o procedimento adotado para a determinagao de SMZ,
inicialmente foi construido um modelo utilizando as informacdes do espectro inteiro.
Este procedimento teve por objetivo avaliar o resultado da aplicagdo dos algoritmos
de selecao de variaveis bem como compara-los. O critério para determinar o niumero
de VL foi baseado no menor numero a partir do qual nao foi verificada diferenca
entre os erros (RMSECYV).

O melhor modelo envolvendo o espectro inteiro (modelo global), foi obtido

com 4 variaveis latentes (Tabela 13).

'%2 Norgaard, L. et al., Appl. Spectrosc. 54 (2000) 413-419.
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Tabela 13. Pardmetros dos modelos iPLS para trimetoprima utilizando ATR-FTIR

Modelo TV? Intervalos VLs® RMSECV Rl RMSEP
TMP (mg g™ TMP (mg g™)
PLS 3351  Todos 4 13,51 0,938 7,86
iPLS10 335 3 3 14,60 0,912 10,82
iPLS25 134 19 9 13,08 0,953 15,84
iPLS50 66 49 5 17,40 0,936 10,82

a) TV: numero total de variaveis, b) VLs: variaveis latentes

~

Para a determinagdo de TMP por ATR-FTIR utilizando o algoritmo iPLS, foi
selecionado o intervalo 3 (para divisdo do espectro em 10 intervalos), o qual
corresponde & regido entre 2995 e 3329 cm™. Para a divisdo do espectro em 25
intervalos foi selecionada a regido entre 1461 e 1595 cm™ (intervalo 19) e para a
divisdo em 50 intervalos foi selecionada a regido entre 718 e 784 cm™ (intervalo 49).
Os intervalos selecionados compreendem as seguintes regides do espectro:

a) regiao de deformagado angular simétrica fora do plano do grupo N-H

(intervalo 49) "',

b) vibragbes de deformacao axial C=C e C=N do anel (bandas do esqueleto)

(intervalo19) "1,

c) regido de deformagao axial C-H de compostos aromaticos (intervalo 3) " *'.

Todos os intervalos selecionados correspondem a regides do espectro onde a
TMP apresenta absorgao no IR.

O modelo desenvolvido utilizando o intervalo 19 para o espectro dividido em
25 intervalos produziu o menor RMSECV (quando comparado aos outros 24
intervalos), porém este modelo ndo apresentou valor de RMSEP equivalente ao
modelo utilizando informacdo do espectro inteiro. Este fato pode ser atribuido a
informacéo limitada gerada pela selecdo de uma regido especifica, o que resultou
em erros de previsao superiores aos produzidos por modelos com maior numero de

variaveis. A Tabela 14 mostra os parametros dos modelos siPLS para TMP.

" Barbosa, L. C. A.; Espectroscopia no infravermelho: na caracterizagéo de compostos organicos, 2007, 25-43.
“ Colthup, N. B.; Daly, L. H.; Wiberley, S. E.; Introduction to Infrared and Raman Spectroscopy, London, 1990, 56-79.



Apresentacao e discussao dos resultados 79

Tabela 14. Parametros dos modelos siPLS para trimetoprima utilizando ATR-FTIR

Modelo  TV? Intervalos ~ VLs®  RMSECV Rl RMSEP
TMP (mg g”) TMP (mg g”)
PLS 3351 todos 4 13,51 0,938 7,86
siPLS10 670 2e10 7 12,51 0,961 6,80
siPLS10 1005 37e9 4 12,68 0,938 8,2
siPLS10 1340 1,2,3e10 4 12,40 0,943 9,07
siPLS10 1675 1,2,3,9e¢10 4 12,24 0,943 7,83
siPLS25 270 14 e 25 11 10,01 0,994 9,47
siPLS25 405  7,19e23 9 9,25 0,985 8,28
siPLS50 136 34 e49 4 8,75 0,975 7,08
SiPLS50 204  14,39e 49 6 8,17 0,983 6,03

a) TV: numero total de variaveis, b) VLs: variaveis latentes

Com base nos valores de RMSEP, os modelos foram comparados utilizando-
se o teste F (limite de confianga de 95%). De maneira geral, os modelos onde foi
aplicado o algoritmo siPLS apresentaram erros de previsdo sem diferenca
significativa, destacando-se o modelo siPLS50 (3 intervalos). Em relagdo a este
modelo, outros 7 modelos (incluindo aquele onde foi utilizada informacdo do
espectro inteiro) apresentaram erros de previsdo sem diferenga significativa, sendo
considerados equivalentes.

Os valores de RMSECV superiores aos valores de RMSEP para a maioria
dos modelos construidos a partir da divisdo do espectro em 10 intervalos, podem ser
atribuidos ao fato de que na construgdo do erro médio por validagao cruzada, uma
amostra é retirada de cada vez, sendo o modelo construido com as amostras
restantes. Desta forma, a retirada desta amostra poderia ocasionar perda da
informacdo da matriz, o que acarretaria em valores de RMSECV superiores aos
valores de RMSEP.

Segundo Faber & Rajké (2007)*®, o uso de validacdo cruzada em dados
planejados pode afetar negativamente o modelo, ja que cada ponto tem um grande
impacto sobre o0 modelo e a incerteza de predi¢cao € relativamente pequena para

estes pontos. Desta forma, o modelo construido para previsdo dos pontos

% Faber, N. M.; Rajké, R., Anal. Chim. Acta 595 (2007) 98-106.
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remanescentes em dados planejados, pode ser muito diferente do modelo global, ja
que este pode gerar um grande residuo de predicdo para as amostras deixadas de
fora. Embora o autor nao faca referéncia a informacdo da matriz, e sim a dados
planejados, o mesmo raciocinio pode ser aplicado para o entendimento da diferenga
observada entre os valores de RMSECV e RMSEP, nos dados estudados. Quando
da seleg¢ao do conjunto de calibragao, as amostras comerciais que deveriam compor
este conjunto foram selecionadas de tal forma (através do HCA) que garantissem
que toda a variacdo dos excipientes estivesse contemplada pelas amostras de
calibragao. Isto é ratificado pelos resultados de RMSEP, pois, ao prever as amostras
comerciais externas, nao se verificou grande erro se comparada com as amostras
sintéticas. Por outro lado, no procedimento de validagao cruzada, ao se prever cada
amostra, deve-se retira-la da calibracdo e, consequentemente, a informagao
adicional desta amostra ndo é modelada e o erro de previsdo da mesma tende a ser
maior, resultando em maiores valores de RMSECV.

O modelo siPLS50 (com 3 intervalos) foi selecionado para discussdo mais
aprofundada, pois apresentou menor RMSEP e RMSECV. Neste modelo o espectro
foi dividido em 50 intervalos e combinado os intervalos 14, 39 e 49. Os resultados
demonstraram boa correlagao entre os valores de referéncia e os valores previstos,

indicado por um coeficiente de correlagao de 0,983, conforme Figura 27.
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Figura 27. Valores de referéncia vs. valores previstos do modelo siPLS para trimetoprima usando os
intervalos 14, 39 e 49 por ATR-FTIR.
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Os intervalos selecionados incluem as regides de 3064 a 3130 cm™ (intervalo
14) e 1389 a 1455 cm™ (intervalo 39), os quais correspondem a vibracdes de

7,41

estiramento =C-H, =C-C e =C-N do anel pirimidina presente na estrutura da TMP

e, ainda, a regido entre 718 e 784 cm™ (intervalo 49), a qual corresponde a

vibragdes de deformacdo N-H fora do plano”*’

. De uma maneira geral, o algoritmo
siPLS selecionou regides semelhantes as selecionadas pelo iPLS para a
determinacao da TMP na mistura.

O erro sistematico incluso no modelo foi insignificante (bias = -0,13 e tgst < t
ait) € para o subconjunto de amostras comerciais (13 a 18), ndo foi observada
tendéncia (bias = 3,01 e t5st <t cit). Na Figura 28 é possivel observar o erro relativo

(%) para as 23 amostras que compdem o conjunto de previsao.

10
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amostras

Figura 28. Erro relativo para as 23 amostras do conjunto de previsdo na determinagcdo de

trimetoprima por siPLS

A capacidade do modelo desenvolvido em prever o conteudo das amostras
comerciais mesmo na presencga de excipientes variados € demonstrada na Figura
29.

" Barbosa, L. C. A.; Espectroscopia no infravermelho: na caracterizagéo de compostos organicos, 2007, 25-43.
“ Colthup, N. B.; Daly, L. H.; Wiberley, S. E.; Introduction to Infrared and Raman Spectroscopy, London, 1990, 56-79.



Apresentacao e discussao dos resultados 82

180
160
140
120
100 @ Método de referéncia
80 O Método proposto - FTIR-ATR
60
40
20

concentracdo TMP (mg g ?)

1 2 3 4 5 6

Amostras comerciais do conjunto de
previsao

Figura 29. Histograma da diferenga entre o valor médio da concentragcéo pelo método de referéncia e
o valor médio previsto obtido pelo modelo siPLS para 6 amostras comerciais na

determinacao de trimetoprima.

Como descrito no caso anterior, a informacao contida no modelo escolhido
indica principalmente a selecido da faixa espectral referente a estrutura quimica dos

farmacos, e ndo somente da matriz de excipientes.
5.8 Determinacgéo de sulfametoxazol por DRIFTS

A determinacdo de SMZ por DRIFTS na amostra foi realizada através do
emprego do algoritmo PLS. Com o objetivo de selecionar regides espectrais com
menores erros associados e informacgéao relevantes foram empregados os algoritmos
iPLS e siPLS. Para os modelos iPLS, o espectro foi dividido em 10, 25 ou 50
intervalos. Para os modelos siPLS, foram combinados até 5 intervalos para os
espectros divididos em 10 intervalos e até 3 intervalos para os espectros divididos
em 25 e 50 intervalos. Para comparagdo com os modelos criados a partir dos
intervalos ou da combinacao destes, foi construido um modelo utilizando informagao
do espectro inteiro. Na Figura 30 é mostrado o grafico fornecido pela rotina iPLS"'%,

apos divisdo do espectro em 10 intervalos.

'%2 Norgaard, L. et al., Appl. Spectrosc. 54 (2000) 413-419.
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Figura 30. Valores de RMSECV para o modelo global (linha tracejada) e para os intervalos (barras)
na determinagao de sulfametoxazol por DRIFTS. Os numeros indicados pela seta

correspondem as VL para cada intervalo.

O critério para determinar o numero de VL foi o mesmo adotado para os
dados coletados por ATR-FTIR. O modelo construido com informacédo do espectro
inteiro foi obtido com 8 VL para SMZ (Tabela 15).

Tabela 15. Parametros dos modelos iPLS para sulfametoxazol utilizando DRIFTS

Modelo TV® Intervalos VLs® RMSECV Rl RMSEP
SMZ (mg g™ SMZ (mg g”)
PLS 1764  todos 8 23,29 0,999 16,99
iPLS10 175 9 9 21,74 0,979 20,91
iPLS25 70 17 2 27,46 0,954 31,85
iPLS50 34 34 2 29,86 0,634 34,21

a) TV: numero total de variaveis, b) VLs: variaveis latentes

Para a determinagdo de SMZ por DRIFTS utilizando o algoritmo iPLS, o

modelo construido com o intervalo 9 (para o espectro dividido em 10 intervalos —
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iPLS10) apresentou menor RMSECV, sendo o RMSEP equivalente ao modelo
global. O intervalo 9 inclui a regido entre 941 e 1280 cm™. Este intervalo
compreende regides onde os compostos aromaticos produzem bandas intensas
(originadas por deformagdes angulares fora do plano de C-H e dos anéis), regido de
deformagdo angular simétrica fora do plano do grupo N-H e regidao de deformacéao

axial simétrica e assimétrica do grupo SO,"*'

. Os demais intervalos correspondem
as regides entre 1660 e 1790 cm™ (intervalo 17) e 1630 e 1690 cm™ (intervalo 34),
relacionadas as vibragdes de estiramento da ligacdo C=N e deformagéo angular da
ligagdo NH,"*!

Para o algoritmo aplicado, cabe ressaltar que a diminuicdo do numero de VL
dos modelos iPLS25 e iPLS50 em comparagdao ao modelo global ndo causou um
aumento brusco no RMSECV, demonstrando a vantagem da aplicagdo de métodos
de selecdo com o objetivo de reduzir o numero de variaveis totais e construir
modelos utilizando numero adequado de VL. Entretanto, problemas associados com
superestimacdo podem estar presentes, o que acarreta em erros de previsao
maiores que os encontrados para modelos globais. Este fato pode ser explicado pela
falta de robustez de alguns modelos gerados a partir do algoritmo iPLS que, muito
embora produzam erros de validagdo cruzada na mesma ordem que 0 modelo
envolvendo informagao do espectro inteiro, podem nao possuir informacao suficiente
para construir modelos com baixos erros de previsdo. Segundo Chen et al. (2008)>,
o algoritmo iPLS tem como objetivo selecionar uma unica regido com informagéao
espectral de interesse, eliminando regides ruidosas. Porém, se a informacado de
interesse estiver distribuida em mais que um intervalo ou no espectro inteiro, serao
produzidos modelos com baixa capacidade de previsdo. Esta limitacdo pode ser
suprida através da aplicagcao de métodos de selegdo que combinam intervalos, como
biPLS e siPLS. O algoritmo siPLS foi entdo aplicado para verificar se a combinagao
de intervalos produziria modelos com menor RMSEP que o modelo global.

A Tabela 16 mostra os parametros dos modelos siPLS para SMZ.

” Barbosa, L. C. A; Espectroscopia no infravermelho: na caracterizagdo de compostos organicos, 2007, 25-43.
“! Colthup, N. B.; Daly, L. H.; Wiberley, S. E.; Introduction to Infrared and Raman Spectroscopy, London, 1990, 56-79.
% Chen, Q. et al, J. Pharm. Biomed. Anal. 46 3 (2008) 568-573.
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Tabela 16. Pardmetros dos modelos siPLS para sulfametoxazol utilizando DRIFTS

Modelo  TV® Intervalos VLs® RMSECV Rl RMSEP
SMZ (mg ) SMZ (mg )
PLS 1764  todos 8 23,29 0,998 16,99
siPLS10 350 6e8 7 14,97 0,997 13,25
SiPLS10 525 6,7e10 4 15,28 0,994 13,03
siPLS10 700 3,6,7e9 10 13,79 0,999 23,43
siPLS10 875 1568e9 7 15,06 0,997 13,57
siPLS25 140  15e20 7 13,16 0,995 27,86
siPLS25 210 1520e22 6 13,75 0,996 22,88
siPLS50 70 30e39 5 16,32 0,971 25,43
siPLS50 105 30,34e47 6 12,60 0,990 17,86

a) TV: nimero total de variaveis, b) VLs: variaveis latentes

Também com base nos valores de RMSEP, os modelos foram comparados
utiizando-se o teste F (limite de confianga de 95%). Os 5 modelos que
apresentaram menor RMSEP [PLS, siPLS10 (2 intervalos), siPLS10 (3 intervalos),
siPLS10 (5 intervalos) e siPLS50 (3 intervalos)] possuem erros de previsdo sem
diferenca significativa, sendo considerados equivalentes. Entre estes modelos, foi
selecionado para discussdo mais aprofundada aquele que apresentou menor
RMSEP. Desta forma, o melhor resultado foi obtido quando o espectro foi dividido
em 10 intervalos e selecionado a combinacao dos intervalos 6, 7 e 10.

Os intervalos selecionados incluem as regides entre 1960 e 2300 cm’
(intervalo 6), 1620 e 1960 cm™ (intervalo 7) e 600 e 939 cm™ (intervalo 10) . A regido
entre 600 e 939 cm™ corresponde a deformacées angulares do H fora do plano e a
regido entre 1620 e 2300 c¢cm™ inclui bandas harménicas e de combinagdo das
deformacgdes angulares devido & presenca do anel aromatico na estrutura”*'.

O modelo selecionado mostrou boa correlagao entre o valor de referéncia e o

valor previsto, conforme Figura 31.

" Barbosa, L. C. A.; Espectroscopia no infravermelho: na caracterizagéo de compostos organicos, 2007, 25-43.
“ Colthup, N. B.; Daly, L. H.; Wiberley, S. E.; Introduction to Infrared and Raman Spectroscopy, London, 1990, 56-79.
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Figura 31. Valores de referéncia vs. valores previstos do modelo siPLS para sulfametoxazol usando
os intervalos 6, 7 e 10 por DRIFTS.

Desta forma, foi possivel encontrar uma regido para determinacdo de SMZ
com baixos erros de predigdo e reduzido numero de variaveis (525 variaveis
comparadas com 1764 variaveis do espectro inteiro). Além disso, foi possivel
explicar a variancia dos dados com apenas 4 VL, ao contrario do modelo global, que
necessitou de 8 VL. A Figura 32 mostra o erro relativo (%) para as 23 amostras do

conjunto de previséo.
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Figura 32. Erro relativo para as 23 amostras do conjunto de previsdo na determinagdo de
sulfametoxazol por siPLS.

O modelo selecionado apresentou baixo erro médio relativo de previséo
(RSEP =1,77%), sugerindo que a metodologia utilizada apresenta exatidao.
Os erros de previsao apresentaram comportamento aleatério como mostrado

pelo erro sistematico insignificante do modelo (bias = 1,77 e tist <t crit).
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Para o subconjunto de amostras comerciais (13 a 18), ndo foi observada
tendéncia (bias = 1,29 e tst <t rit), 0 que demonstra que o erro sistematico incluido
no modelo por estas amostras pode ser considerado insignificante.

A capacidade do modelo desenvolvido em prever o conteudo das amostras
mesmo na presenga de excipientes variados, conforme Figura 33, somado as
regides espectrais escolhidas, indica uma possivel selegao da informagao contida na

estrutura quimica dos farmacos, e nao somente informagao da matriz de excipientes.

900
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400 O Método proposto - DRIFTS
300
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1 2 3 4 5 6

Amostras comerciais do conjunto de
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Figura 33. Histograma da diferenca entre o valor médio da concentragcéo pelo método de referéncia e
o0 valor médio previsto obtido pelo modelo siPLS para 6 amostras comerciais na

determinagao de sulfametoxazol.

5.9 Determinacédo de trimetoprima por DRIFTS

Para a determinacdo de trimetoprima por DRIFTS foram aplicados os
algoritmos PLS, iPLS e siPLS. Para os modelos criados a partir da aplicacédo do
algoritmo siPLS, foram combinados até 5 intervalos para os espectros divididos em
10 intervalos e até 3 intervalos para os espectros divididos em 25 e 50 intervalos.

Na Figura 34 é mostrado o grafico fornecido pela rotina iPLS'%?, apés diviséo

do espectro em 25 intervalos.

'%2 Norgaard, L. et al., Appl. Spectrosc. 54 (2000) 413-419.
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Figura 34. Valores de RMSECV para o modelo global (linha tracejada) e para os intervalos (barras)
na determinagdo de trimetoprima por DRIFTS. Os numeros indicados pela seta

correspondem as VL para cada intervalo.

O modelo envolvendo informacédo do espectro inteiro, foi obtido com 4 VL
para a determinagao de TMP por DRIFTS (Tabela 17).

Os modelos desenvolvidos a partir da divisdo do espectro em 10 e 25
intervalos selecionaram uma regido semelhante (intervalo 9 correspondente a regiao
entre 941 e 1280 cm™ e intervalo 21, correspondente & regido entre 1110 e 1250
cm'1), demonstrando que esta regido é importante para a criagdo de um bom modelo
para a quantificacdo do farmaco, pois os valores de RMSECV apresentam-se na
mesma ordem de grandeza e os RMSEP equivalentes entre si.

A regido selecionada (941 a 1250 cm™) corresponde a deformacdes axiais

7,41

simétricas de C-O-C de grupamentos alquil aril éter”*’, que absorvem na faixa de

1020 e 1120 cm”".

" Barbosa, L. C. A.; Espectroscopia no infravermelho: na caracterizagéo de compostos organicos, 2007, 25-43.
“ Colthup, N. B.; Daly, L. H.; Wiberley, S. E.; Introduction to Infrared and Raman Spectroscopy, London, 1990, 56-79.
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Tabela 17. Parametros dos modelos iPLS para trimetoprima utilizando DRIFTS

Modelo  TV? Intervalos VLs® RMSECV R%. RMSEP
TMP (mg g”) TMP (mg g™
PLS 1764  todos 4 12,22 0,951 10,61
iPLS10 175 9 5 13,19 0,948 6,87
iPLS25 70 21 6 12,92 0,954 8,66
iPLS50 35 28 4 11,26 0,910 10,13

a) TV: numero total de variaveis, b) VLs: variaveis latentes

~

O intervalo 28, selecionado apds divisao do espectro em 50 intervalos
corresponde a regiao entre 2060 e 2130 cm™, a qual inclui bandas harmonicas e de
combinagdo do anel pirimidina, semelhantes as observadas em compostos

benzénicos’*’

. De uma forma geral, os modelos apresentaram boa capacidade de
previsdo, com valores de RMSEP inferiores ao modelo criado a partir do espectro
inteiro.

Da mesma forma que a aplicagéo anterior, o algoritmo siPLS foi utilizado com
0 objetivo de encontrar regides espectrais com menores erros associados e melhor
capacidade preditiva. A Tabela 18 mostra os parametros estatisticos dos modelos

SiPLS para determinacdo de TMP por DRIFTS.

Tabela 18. Parametro dos modelos siPLS para trimetoprima utilizando DRIFTS

Modelo  TV?® Intervalos VLs" RMSECV Rl RMSEP
TMP (mg g™') TMP (mg g™')
PLS 1764 todos 4 12,22 0,951 10,61
siPLS10 350 6 €10 6 9,495 0,982 7,04
siPLS10 525 6,7e8 7 10,54 0,983 4,37
siPLS10 700 6,7,8e10 7 9,89 0,988 6,40
siPLS10 875 1,467e8 9 8,92 0,989 9,14
SiPLS25 140  15e17 6 7,53 0,983 4,88
siPLS25 210 1517e18 7 8,41 0,986 5,38
siPLS50 70 21 e 31 7 8,71 0,974 7,76
siPLS50 105 20,30e31 4 7,75 0,982 8,88

a) TV: numero total de variaveis, b) VLs: variaveis latentes

A aplicagdo do algoritmo siPLS produziu modelos com menores erros de

calibragao e previsao que o modelo global. Entre os modelos com menores RMSEP

" Barbosa, L. C. A.; Espectroscopia no infravermelho: na caracterizagéo de compostos organicos, 2007, 25-43.
“ Colthup, N. B.; Daly, L. H.; Wiberley, S. E.; Introduction to Infrared and Raman Spectroscopy, London, 1990, 56-79.
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equivalentes, pode-se destacar 2 modelos: siPLS10 (3 intervalos) e siPLS25 (2
intervalos). No modelo siPLS10, com selecao dos intervalos 6,7 e 8 encontra-se o
menor valor de RMSEP, demonstrando ser este um modelo adequado para a
predicdo do farmaco. A regido selecionada inclui os numeros de onda entre 1280 a
2300 cm™, correspondente a estiramentos C=C e C=N""*",

O segundo modelo destacado foi o siPLS25 com selecéo dos intervalos 15 e
17 (com regides entre 2100 e 2230 cm™ e 1830 e 1960 cm™, respectivamente).
Estas regides correspondem a bandas harmoénicas e de combinagdo do anel
pirimidina, semelhantes as observadas em compostos benzénicos’*'.

O modelo siPLS25 (2 intervalos) apresentou erros de previsdao equivalentes
ao modelo siPLS10 (3 intervalos) e menor numero de VL, sendo escolhido para uma
discussao mais aprofundada, pois apresentou menor RMSECV e menor numero de
variaveis totais (TV = 140), quando comparado ao modelo siPLS10 (3 intervalos e
TV = 525). O modelo selecionado mostrou boa correlagéo entre o valor de referéncia

e o valor predito, conforme Figura 35.
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Figura 35. Valores de referéncia vs. valores previstos do modelo siPLS para trimetoprima usando os
intervalos 15 e 17 por DRIFTS.

A Figura 36 mostra o erro relativo (%) para as 23 amostras do conjunto de

previsao, em relacdo ao método de referéncia. O modelo selecionado apresentou

" Barbosa, L. C. A.; Espectroscopia no infravermelho: na caracterizagéo de compostos organicos, 2007, 25-43.
“ Colthup, N. B.; Daly, L. H.; Wiberley, S. E.; Introduction to Infrared and Raman Spectroscopy, London, 1990, 56-79.
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baixo erro médio relativo de previsdo (RSEP = 3,16%), sugerindo que a metodologia

utilizada apresenta exatidao.
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Figura 36. Erro relativo para as 23 amostras do conjunto de previsdo na determinagdo de

trimetoprima por siPLS.

Os erros de previsdo apresentaram comportamento aleatério como mostrado
pelo erro sistematico insignificante do modelo (bias = 1,26 e tgist < t crit).

Para o subconjunto de amostras comerciais (13 a 18), ndo foi observada
tendéncia (bias = -0,09 e tsst < t crit), © que demonstra que o erro sistematico incluido
no modelo por estas amostras pode ser considerado insignificante.

Como ja mencionado no item anterior, a sele¢cdo das variaveis, com
informacédo correspondente a regides de absor¢cdo dos farmacos, indica a
capacidade do modelo desenvolvido em prever o conteudo das amostras mesmo na
presenca de excipientes variados, conforme demonstrado na Figura 37, para as

amostras comerciais do conjunto de previsao.
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Figura 37. Histograma da diferenca entre o valor médio da concentragéo pelo método de referéncia e
o valor médio previsto obtido pelo modelo siPLS para 6 amostras comerciais na

determinacao de trimetoprima.

5.10 Comparacédo das técnicas de reflexdo atenuada e difusa na determinacéo

dos farmacos

Com o objetivo de avaliar as técnicas desenvolvidas utilizando reflexdo no IR
meédio em relagdo a sua capacidade de aplicagdo como metodologia analitica e as
possiveis diferengas entre os acessorios, um teste F foi aplicado para comparagao
dos erros de previsdo obtidos. Uma segunda comparagao foi feita entre a variagéo
encontrada para cada amostra do conjunto de previsdo e a variagao permitida pelos

cbdigos oficiais, conforme descrito a seguir.

5.10.1. Comparacdo dos erros de previsdo entre os modelos selecionados

através do Teste-F

O teste F foi aplicado para comparagao do erro de previsao entre os modelos
escolhidos, com o objetivo de determinar se existia diferenca significativa entre
estes. Desta forma, é possivel determinar se os erros obtidos pelas diferentes
técnicas estudadas (ATR-FTIR e DRIFTS) sdo equivalentes. O valor de F critico
extraido foi 2,07 para o nivel de confianca de 95% e 22 graus de liberdade. Para a
determinacao de SMZ, o valor de F encontrado (F=1,0231) demonstra que nao ha
diferenga significativa entre os erros de previsao dos dois modelos propostos (ATR-
FTIR e DRIFTS). Na determinacdo de TMP, o valor encontrado (F=1,5268), também
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demonstra ndo haver diferenga significativa entre os erros de previsdo dos dois
modelos propostos.
Desta forma, & possivel afirmar que os erros de previsao obtidos para as duas

técnicas, para ambos os farmacos, sdo equivalentes.
5.10.2 Resultados obtidos na determinacédo de sulfametoxazol

Na Tabela 19 é possivel observar os valores encontrados para as amostras
de previsdo, na determinagéo por FTIR-ATR, DRIFTS e a metodologia oficial por
HPLC.

Tabela 19. Resultados médios da previsdo de sulfametoxazol

SMzZ
Amostras HPLC *? DRIFTS*® ATR-FTIR'?
15 503,59 499,04 507,20
28 503,59 500,52 498,19
3 654,67 650,69 644,16
45 654,67 657,72 641,54
5% 654,67 638,90 652,47
6° 755,38 762,19 752,44
75 755,38 758,25 757,02
8° 755,38 753,49 762,81
9® 830,92 834,03 836,43
10° 830,92 842,28 841,74
115 830,92 815,18 821,58
12% 881,28 864,70 871,36
13°¢ 698,12 692,53 704,88
14° 655,30 680,68 677,53
15 722,95 737,63 743,29
16° 819,79 813,22 785,98
17¢ 820,66 819,38 826,37
18° 820,88 786,49 811,28
19° 503,59 494,30 497,70
20° 654,67 648,13 624,57
21° 755,38 741,58 746,55
225 755,38 741,60 750,12
23°% 881,28 865,27 880,74

" Valores expressos emmg g~
2 Método de referéncia por HPLC®

* Método proposto
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Para a determinagcdo de SMZ na mistura, foi obtida uma variagcdo de 95,4 a
103,4% por ATR-FTIR e 95,8 a 103,9% por DRIFTS, comparado aos resultados
obtidos pelo método de referéncia. Segundo a Farmacopéia Brasileira®, para
comprimidos contendo a associacao entre SMZ e TMP é permitida uma variacao
entre 93 e 107% do valor nominal na determinagao do teor para ambos os farmacos.
Uma variagdo mais ampla (entre 85 e 115%) € permitida para ensaios de
uniformidade de conteudo.

Nao foi encontrada diferenga significativa entre os valores obtidos para as
duas metodologias propostas e a metodologia oficial (apos aplicacédo do teste T
pareado, com 95% de confianga). Desta forma, as técnicas desenvolvidas
apresentaram variagao dentro da permitida e de acordo com o recomendado pelos
cédigos oficiais, sendo uteis para aplicagdo no controle de qualidade dos

medicamentos.
5.10.3 Resultados obtidos na determinacédo de trimetoprima

Na Tabela 20 é possivel observar os valores encontrados para as amostras
de validagédo, na determinacdo por FTIR-ATR, DRIFTS e a metodologia oficial,
HPLC.

Para a determinagcdo de TMP na mistura, foi obtida uma variagcdo de 93,0 a
105,8% por ATR-FTIR e 93,3 a 106,1% por DRIFTS. Como descrito para a
determinacdo de SMZ, os resultados obtidos para a quantificacdo de TMP
apresentaram-se dentro da variagcdo permitida e de acordo com o recomendado
pelos codigos oficiais.

Nao foi encontrada diferenca significativa entre os valores obtidos para as
duas metodologias propostas e a metodologia oficial (ap6s aplicacdo do teste T
pareado, com 95% de confianga). Porém uma observagao importante refere-se ao
menor valor de erro encontrado para as determinagdes por DRIFTS na
determinagao de TMP, quando comparadas aos valores por ATR-FTIR, sugerindo-se
que estes valores podem estar relacionados com uma maior informagao obtida a
partir da reflexdo difusa, para o farmaco em menor concentracdo (e com

sobreposicdo de sinal), ocasionado um menor erro na determinagao.

50 Farmacopéia Brasileira: parte I, quarto fasciculo. 4. ed, 2003.
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Tabela 20. Resultados médios da previsao de trimetoprima

TMP
Amostras HPLC 2 DRIFTS*®  ATR-FTIR'?
18 175,73 177,11 169,99
28 220,91 213,54 217,80
3% 100,41 100,10 93,37
48 150,62 152,84 159,36
5% 220,91 222,05 222,82
6° 100,41 93,86 101,08
7° 175,72 170,44 181,46
8% 220,91 222,95 233,02
9° 100,41 94,15 95,66
10° 125,52 117,49 123,70
118 175,72 174,13 181,70
128 125,52 133,12 119,89
13° 145,10 152,749 135,51
14° 129,00 120,37 133,64
15¢ 141,83 138,88 138,71
16° 155,44 156,40 144,41
17° 156,23 153,36 160,23
18° 155,60 161,97 152,63
198 125,52 128,64 123,16
20° 175,72 172,91 183,65
21° 125,52 122,00 126,30
22° 150,62 145,49 157,76
23° 100,41 99,99 101,02

' Valores expressos emmg g ™'
2 Método de referéncia por HPLC®
* Método proposto

5.10.4 Consideracdes finais

Como principais vantagens da utilizagdgo de ATR-FTIR e DRIFTS na
quantificacdo de SMZ e TMP, podem-se citar a rapidez na analise (inferior a 3
minutos, baseada no tempo necessario para aquisicdo do espectro), a facilidade no
preparo da amostra (caracterizado neste trabalho por uma etapa prévia de moagem)
e a eliminagdo do uso de solventes organicos. Entretanto, alguns parémetros
referentes a validagdo da metodologia desenvolvida devem apresentar desempenho
igual ou superior a metodologia tradicional. Estes parametros podem ser observados
na tabela 21, sendo considerados satisfatérios quando comparados a metodologia

oficial.
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Tabela 21. Principais parametros para a determinacao sulfametoxazol e trimetoprima por ATR-FTIR e

DRIFTS
SMz TMP
ATR-FTIR DRIFTS ATR-FTIR DRIFTS
Exatidéo RMSEP* 13,18 13,03 6,03 4,88
RSEP (%) 1,79 1,77 3,90 3,16
Precisao* Repetibilidade 4,06 5,10 2,88 2,99
Linearidade Inclinagao** 0,99 0,98 1,06 1,01

* Valores expressos emmg g’

**Baseado na equacao da reta obtida entre valores previstos vs. valores medidos

Em relacdo ao paradmetro seletividade, os métodos propostos foram
considerados satisfatorios, com respostas equivalentes ao método de referéncia,
mesmo na presenga de concentracbes variadas de excipientes e do farmaco
associado.

A aplicagcdo do método de selegdo de variaveis aos dados permitiu a
construgdo de modelos mais robustos em relagdo a dimensionalidade (expressa
como numero de VLs) e erros de previsao (RMSEP), quando comparados aos
modelos produzidos com informagdo do espectro inteiro, demonstrando ser este
método uma ferramenta util na constru¢do de metodologias aplicaveis a rotinas de
controle de qualidade.

De um modo geral, os métodos propostos apresentaram resultados
adequados, sendo considerados apropriados para implantagdo em rotinas de

controle de qualidade.



6. CONCLUSAO

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier e reflexdo
total atenuada (ATR-FTIR) ou reflexdo difusa (DRIFTS) combinadas as técnicas
quimiométricas, mostraram-se métodos apropriados para a determinagao de SMZ e
TMP em amostras sélidas (comprimidos). Esses métodos tém como vantagens:
baixo tempo para a realizagdo da analise; a ndo destruicdo da amostra e a facilidade
no manuseio dos instrumentos. Além destes fatores, apresentam um baixo custo
operacional em analises de rotina num ambiente industrial.

Na determinacdo de SMZ por ATR-FTIR, o modelo utilizando todas as
variaveis independentes (modelo global com 3351 comprimentos de onda do
espectro de infravermelho) forneceu um valor de RMSEP de 22,29 mg g,
coeficiente de determinagao de 0,978, utilizando 6 variaveis latentes (VLs). Porém,
empregando-se o método de selegao de variaveis siPLS foi possivel obter um
modelo melhor, que apresentou um valor de RMSEP de 13,18 mg g (41% menor
que o do modelo global), coeficiente de determinacéo de 0,996, 9 variaveis latentes,
utiizando somente 270 varidveis independentes (92% menos variaveis que o
modelo global).

Na determinagcdo de TMP por ATR-FTIR, o modelo utilizando todas as
variaveis independentes forneceu um valor de RMSEP de 7,86 mg g™, coeficiente de
determinacao de 0,938, utilizando 4 variaveis latentes (VLs). Para o modelo siPLS
selecionado, foi obtido um valor de RMSEP de 6,03 mg g~ (23% menor que o do
modelo global), coeficiente de determinagao de 0,983, 6 variaveis latentes, utilizando
somente 204 variaveis independentes (94% menos variaveis que o modelo global).

Para as determinagbes envolvendo DRIFTS, o mesmo desempenho dos
modelos siPLS foi observado. Na determinacdo de SMZ, o modelo utilizando todas
as variaveis independentes (modelo global com 1764 comprimentos de onda do
espectro de infravermelho) forneceu um valor de RMSEP de 16,99 mg g,
coeficiente de determinacéo de 0,998, utilizando 8 variaveis latentes (VLs). Para o
modelo siPLS selecionado, foi obtido um RMSEP de 13,03 mg g™ (23% menor que
o do modelo global), coeficiente de determinacdo de 0,994, 4 variaveis latentes,
utiizando somente 525 variaveis independentes (70% menos variaveis que o

modelo global).
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Na determinacao de TMP por DRIFTS, o modelo utilizando todas as variaveis
independentes forneceu um valor de RMSEP de 10,61 mg g, coeficiente de
determinagao de 0,951, utilizando 4 variaveis latentes (VLs). O método de selegéo
de variaveis siPLS produziu um modelo com melhor desempenho, com valor de
RMSEP de 4,88 mg g' (54% menor que o do modelo global), coeficiente de
determinacao de 0,983, 6 variaveis latentes, utilizando somente 140 variaveis
independentes (92% menos variaveis que o modelo global).

Desta forma, para os dois métodos propostos o siPLS mostrou-se uma
ferramenta eficiente na reducéo do numero de variaveis independentes, aumentando
a exatid&do dos resultados.

De uma maneira geral, os dois métodos propostos (ATR-FTIR e DRIFTS)
apresentaram caracteristicas de rapidez na execucdo, custo e operacionalidade
melhores que os métodos atualmente utilizados para a determinagao dos farmacos.
Portanto, a utilizacdo de diferentes acessérios de reflexdo associados a
espectroscopia no IR médio mostraram-se adequados, sendo uteis para aplicagao
no controle de qualidade, em ensaios para determinacédo do teor e uniformidade de
conteudo no produto acabado, bem como para ensaios de controle de processo,
durante a fabricacdo do mesmo.

Os métodos de analise por espectroscopia no infravermelho podem ser
considerados como um recurso potencial a ser explorado no campo das analises
farmacéuticas, ja que possuem as caracteristicas de rapidez e nado produgdo de
residuos toxicos, tdo necessarias no contexto mundial atual. Desta forma, levando
em consideragao as exigéncias no controle de qualidade de medicamentos, este &,
ainda, um campo com inumeras possibilidades de estudo, o que ira contribuir
futuramente para a inclusdo da espectroscopia por infravermelho entre os métodos
de analise quantitativos recomendados pelos oOrgédos reguladores do setor

farmacéutico.



7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

a) Desenvolvimento e validagdo de metodologia analitica para quantificagdo dos

farmacos por espectroscopia no infravermelho proximo, objetivando a
comparagao com resultados obtidos por espectroscopia no infravermelho
médio.

Aplicacédo de diferentes métodos de selecdo de variaveis (como Algoritmos
Genéticos) e suas associagdes. Realizar estudo comparativo entre as
variaveis selecionadas pelos diferentes algoritmos.

Desenvolvimento de um guia de harmonizagdo, com os principais parametros
referentes a validacdo de metodologias analiticas por espectroscopia no

infravermelho médio associada a métodos de analise multivariada.
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