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“A ciéncia tem raizes na interpretagédo criativa. Os numeros sugerem, limitam,
refutam, mas, por si sés, ndo especificam o contetido das teorias cientificas. Estas
séo constituidas sobre a base da interpretagdo desses numeros, e os que
interpretam sao com fregiiéncia aprisionados pela sua propria retérica. Estdo
convencidos de sua propria objetividade e sdo incapazes de discemir o
preconceito que os leva a escolher apenas uma das muitas interpretagbes que
seus nitmeros admitem.”

Stephen Jay Gould, em A Falsa Medida do Homem

(sobre a histdria de alguns métodos estatisticos multivariados, como a PCA, que
encontraram suas primeiras aplicagfes a servigo do racismo cientifico, no comego
do século XX)

“Uma tese serve, sobretudo, para ensinar a coordenar idéias, independentemente
do tema tratado.”

Umberto Eco, em Como se Faz uma Tese
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RESUMO

Titulo: APLICACAO DE METODOS QUIMIOMETRICOS DE PRIMEIRA E
SEGUNDA ORDEM NA DETERMINAGAO DIRETA DE FARMACOS POR
ESPECTROSCOPIA MOLECULAR

Autor: Marcelo Martins de Sena
Orientador: Prof. Dr.Ronei Jesus Poppi

O objetivo desta tese foi a aplicagdo conjunta de métodos quimiométricos
de primeira e segunda ordens (PLS, PARAFAC e N-PLS) e técnicas de
espectroscopia molecular (absorgdo no UV e espectrofiucrimetria) na
determinagéo direta de farmacos, contribuindo assim para a divulgagdo destas
metodologias como alternativas viaveis as tradicionais determinagdes
cromatograficas univariadas. Para isso, foram realizadas quatro aplicacoes
originais. As trés primeiras foram as determinagdes simultaneas de principios
ativos em formulagoes farmacéuticas, respectivamente: acido acetiisalicilico e
acido ascorbico; acido acetilsalicilico, paracetamol e cafeina; diclofenaco, tiamina
e piridoxina. Nestas aplicagoes, foram construidos conjuntos de calibracao
pequenos (nove amostras), baseados em planejamentos experimentais simples, e
foram obtidos espectros de absorgéo no UV para todas as amostras. As analises
foram realizadas em varios valores de pH (entre 1 e 6), gerando entio, dados de
segunda ordem, que incorporam a informacao relativa as dissociagdes das
espécies quimicas. Modelos de primeira ordem foram construidos usando os
conjuntos de dados obtidos em cada valor de pH e, em seguida, comparados com
modelos de segunda ordem, construidos com os dados obtidos de todos os
conjuntos de pH para cada aplicagdo. Na dltima aplicagdo, a combinacac de um
método quimiométrico de segunda ordem, o PARAFAC, de superficies espectrais
de excitagdo/emissao obtidas pela técnica de espectrofluorimetria e do método da
adicdo padrdo foi usada com sucesso na determinacdo direta de salicilato em

plasma humano, na faixa de concentracdo de 3,0 a 24,0 ug mL™t



ABSTRACT

Title: FIRST- AND SECOND-ORDER CHEMOMETRIC METHODS APPLIED FOR
DIRECT DETERMINATION OF DRUGS BY MOLECULAR SPECTROSCOPY

Author: Marcelo Martins de Sena
Adviser: Dr. Ronei Jesus Poppi

The goal of this thesis is the combined application of first- and second-order
chemometric methods (PLS, PARAFAC and N-PLS) and molecular spectroscopic
techniques (UV absorption and spectrofluorimetry) for direct determination of
drugs, aiming at contributing for the growing knowiedge about the potential of
these methodologies as viable alternatives to the traditional univariate
chromatographic determinations. Four applications were carried out. The first three
ones were the simultaneous determinations of drugs, which have overlapped UV
spectra, namely: acetylsalicylic acid and acid ascorbic; acetylsalicylic acid,
acetaminophen and caffeine; diclofenac, thiamine and pyridoxine, respectively. For
these applications, calibration sets with a small number of points (nine) were
considered, based on adequate experimental designs, and UV spectra were
acquired for each sample. These analyses were performed in several pH values
(from 1 to 6), generating second-order data, which incorporate information related
to dissociations of chemical species. For each application, first-order models were
built with data sets obtained in each pH, and then, compared with second-order
models, which were generated from all the pH data sets. The last application
consisted of the combined use of a second-order chemometric method, PARAFAC,
excitation-emission matrices and standard addition method for the direct
determination of salicylate in human plasma, in the concentration range from 3,0 to
24,0 ugmi™*,
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AAS
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CAF
CANDECOMP
CLAE
CORCONDIA
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DSC
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EEM
FAD
FMN
GC/MS
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GSAM

HPLC
HPTLC

LD
MEKC

MLR

LISTA DE ABREVIATURAS

Acido ascorbico;

Acido acetilsalicilico;

Alternating Least Squares (minimos quadrados alternados);

Acido salicilico;

Alternating TrlLinear Decomposition (decomposicio trilinear
alternada);

Cafeina;

CANonical DECOMPasition (decomposigao candnica);
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC);

CORe CONsistency DIAgnostic (teste de consisténcia trilinear);
Diode Array Detection (detecgao por arranjo de diodos);
Diclofenaco;

Differential Scanning Calorimetry (calorimetria de varredura
diferencial);

Direct Trilinear Decomposition (decomposigao direta trilinear);
Excitation-Emission Matrix (matriz de excitagao-emissao);

Flavina adenina dinucleotideo;

Flavina mononucieotideo;

Gas Chromatography coupled with Mass Spectrometry
(cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de massas);
Generalized Rank Annihilation Method (método generalizado de
aniquilagéo do posto);

Generalized Standard Addition Method (método da adigao padrao
generalizada);

High Performance Liquid Chromatography (CLAE);
High-Performance Thin-Layer Chromatography (cromatografia de
camada delgada de alta eficiéncia);

Limite de Detecgao;

Micellar ElectroKinetic Chromatography (cromatografia
eletrocinética micelar);

Multiple Linear Regression (RLM);



NAS
NADH
NERA

N-PLS
PARAFAC
PARALIND

PCA

PCFA
PCR

PIR
PLS
PRC
RAFA

RLM
RMSEP

SEL
SEN
SOSAM

SVD

TIA
TLC
usp
uv

Net Analyte Signal (sinal analitico liquido);

Nicotinamida adenina dinucleotideo;
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PARAIllel profiles with LiNear Dependence (anélise de fatores
paralelos com dependéncia linear);

Principal Components Analysis (andlise de componentes
principais);

Principal Component Factor Analysis;

Principal Components Regression (regressdo em componentes
principais);

Piridoxina;

Partial Least Squares (minimos quadrados parciais);

Paracetamol;

Rank Annihilation Factor Analysis (analise de fatores por
aniquita¢do do posto);

Regresséo linear multipla (MLR);

Root Mean Square Error of Prediction (raiz quadrada dos erros
medios quadrados de previsao);

Seletividade;

Sensibilidade;

Second-Order Standard Addition Method (método da adigio
padrac de segunda ordem);

Singular Value Decomposition (decomposicido em valores
singulares);

Tiamina;

Thin-Layer Chromatography (cromatografia de camada delgada);
United States Pharmacopoeia (Farmacopéia norte-americana);
Ultravioleta.
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Capitulo 1 Introducéo e Objetivos Gerais

A partir do inicio dos anos setenta, a presenca de microprocessadores e
microcomputadores comegou a se tornar comum nos laboratérios quimicos. Este
fato foi um grande impulsionador do desenvolvimento das técnicas instrumentais
analiticas, permitindo ao analista obter grandes quantidades de dados até entso
nao disponiveis. Surgiu com isso a necessidade de técnicas de tratamento de
dados mais complexas do ponto de vista matematico e estatistico e, a partir de
entao, a analise multivariada de dados quimicos ganhou rapidamente
popularidade e deu origem a uma nova disciplina, batizada quimiometria [1 2]

O termo quimiometria (do inglés chemometrics) foi proposto no final dos
anos setenta para descrever as técnicas e operagdes associadas com o
tratamento matematico e a interpretagéo de dados quimicos. Foi dentro da area de
quimica analitica que a quimiometria provavelmente causou mais impacto {2].
Com o avanco da instrumentagdo e automagéo dentro dos laboratarios de analise,
uma enorme quantidade de dados, tabelas e graficos comecaram a ser gerados
muito rapidamente. A identificagdo, classificagdo e interpretacdo desses dados
podem ser fatores limitantes na eficiéncia e na operagéio efetiva das analises,
principalmente sem a utilizagdo de um tratamento de dados adequado. Além
disso, novas metodologias de analise, que de outra forma nem poderiam ser
pensadas, puderam ser propostas baseadas na utilizagio da quimiometria. Como
exemplo, pode-se citar a determinagdo de espécies sem resolucio de sinal
analitico, ou seja, o sinal analitico nao precisa necessariamente ser proveniente
apenas da espécie que se deseja determinar.

A area da quimica analitica para qual a quimiometria mais contribuiu foi,
sem ddvida, a espectroscopia molecular. Sao numerosas as metodologias
quantitativas desenvolvidas nas Ultimas décadas baseadas na combinagio de
calibragio multivariada [3,4] com técnicas de espectroscopia molecular tais como,
absorgao no ultravioleta (UV) efou no visivel, no infravermelho (IV) médio ou
proximo, Raman e fluorescéncia molecular.

Uma area importante em que a combinacdo de quimiometria e

espectroscopia molecular vem encontrando aplicagao é a determinacao direta de
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farmacos. Embora as Farmacopéias mais utilizadas, tais como a americana (USP,
United States Pharmacopoeia) [5], nao recomendem metodologias que envolvam
quimiometria, uma revisao recente da literatura [6] mostra um nGmero crescente
de publicagbes cientificas propondo tais métodos. Entretanto, a maioria das
metodologias propostas para determinagio de farmacos é baseada em técnicas
cromatograficas e determinagdes univariadas. Estas metodologias s&o bastante
populares, estdo bem estabelecidas e s&o reconhecidas pelos organismos
reguladores. Apesar disso, elas podem apresentar desvantagens potenciais em
certas situagbes, tais como custo e tempo de andlise relativamente altos. Outra
desvantagem ¢ a possibilidade de interferéncia de um produto de degradagéo ou
de uma impureza que tenha o mesmo tempo de retencio do analito de interesse.

A partir da década passada, o emprego de espectroscopia molecular e
calibragdo multivariada passou a representar uma alternativa rapida, simples e
relativamente barata para a determinacéo direta de farmacos. Em situagdes onde
a determinagéo de um analito é dificultada ou impedida devido a presenca de um
ou mais interferentes, ao invés da eliminagdo dessas espécies (ex: separacao
cromatografica, extragdo, etc.), o uso de calibragio multivariada pode permitir a
modelagem dos interferentes junto com o analito de interesse. A idéia central
consiste em substituir a separagdo “fisica” das espécies pela separagao
‘quimiométrica” de seus sinais. As vantagens potenciais da determinacgao direta
sd30 maior rapidez, menor custo e simplificagio ao maximo das etapas de
tratamento da amostra, diminuindo as possibilidades de erro causadas pela sua
manipulagao. Nos ultimos anos, as duas principais aplicagbes desta estrategia tém
sido encontradas no controle de qualidade de produtos farmacéuticos e em
analises clinicas. Tornaram-se possiveis, por exemplo, a determinag:éo simultanea
direta de varios principios ativos em um mesmo produto farmacéutico [7-10] e a
determinagéo de farmacos em amostras complexas, tais como, plasma, soro e
urina, sem a necessidade de separago prévia dos constituintes [11-1 51

O objetivo desta tese foi a aplicagao conjunta de métodos quimiométricos
de primeira e segunda ordens (PLS, PARAFAC e N-PLS) e técnicas de

espectroscopia molecular (absorgdo no UV e espectrofluorimetria) na
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determinagdo direta de farmacos, contribuindo assim para a popularizagio destas
metodologias como alternativas viaveis as tradicionais determinacdes
cromatograficas univariadas. Para isso, foram realizadas quatro aplicagbes
originais. As trés primeiras foram as determinagdes simultaneas de principios
ativos em formulagbes farmacéuticas: acido acetilsalicilico e acido ascorbico
(Capitulo 3), acido acetilsalicilico, paracetamol e cafeina (Capitulo 4), diclofenaco,
tiamina e piridoxina (Capitulo 5), respectivamente. Nestas aplicagdes, foram
construidos conjuntos de calibragdo relativamente pequenos, baseados em
planejamentos experimentais simples, e foram obtidos espectros de absorgéo no
UV para toda as amostras. As analises foram realizadas em varios valores de pH,
gerando dados de segunda ordem, os quais incorporam a informacao relativa as
dissociacbes das espécies quimicas. Modelos de primeira ordem foram
construidos usando os conjuntos de dados obtidos em cada valor de pH e, em
seguida, comparados com modelos de segunda ordem construidos com os dados
obtidos de todos os conjuntos de pH para cada aplicagéo. Na ultima aplicagso, foi
usada a combinacdo de um método quimiométrico de segunda ordem, o
PARAFAC, da técnica de espectrofluorimetria e do método da adigio padrio na
determinagao direta de salicilato em plasma humano (Capitulo 6). A descrigio dos
metodos quimiométricos aqui utilizados é apresentada no Capitulo 2. Finalmente,

as conciusbes gerais desta tese e as perspectivas para futuros trabalhos sao
comentadas no Capitulo 7.
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Os métodos de calibragao usados em quimica analitica podem ser
classificados de acordo com a dimensao dos dados analisados [16]. Métodos de
ordem zero s&o usados para tratar dados univariados, gerados por instrumentos,
tais como eletrodos ion-seletivos, pHmetros e colorimetros. Nestes casos, a
resposta medida para cada amostra é um valor escalar. Estes métodos nao
fornecem resultados aceitaveis na presenca de interferentes, pois demandam total
seletividade para o analito de interesse. Métodos de calibragéo de primeira ordem
podem ser usados para tratar dados multivariados, gerados por instrumentos, tais
como espectrOmetros e cromatografos, cujas respostas fornecem um vetor de
dados para cada amosira. Nestes casos, é possivel a calibragdo na presenga de
interferentes, desde que estes estejam presentes no conjunto de calibragdo usado
para construir o modelo. Instrumentos que fornecem como resposta uma matriz
(ou tensor de segunda ordem) de dados para cada amostra geram dados de
segunda ordem. Como exemplo, podem ser citadas as chamadas técnicas
hifenadas, tais como cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC/MS, Gas Chromatography coupled with Mass Spectrometry) e cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detecgiio por arranjo de diodos (CLAE-DAD ou
HPLC-DAD, High Performance Liquid Chromatography with Diode Array
Detection). Dados de segunda ordem podem ainda ser obtidos por
espectrofiuorimetria, andlise de injecdo em fluxo com detecgao
espectrofotométrica e anélise de imagens. O uso de métodos de calibragio de
segunda ordem permite a incorporagdo de uma maior quantidade de informagéo
ao modelo, levando a uma série de possiveis vantagens sobre métodos de ordem
inferior. Uma destas vantagens é a possibilidade de obtengéo dos espectros (ou
outros sinais, dependendo da técnica empregada) puros de cada componente do
sistema, aplicando um ndmero minimo de restrigdes ao modeio. Uma outra
vantagem importante € a possibilidade de calibragéo, sob certas condiges, na
presenca de interferentes desconhecidos, que nao estejam presentes no conjunto
de calibragéo, a chamada “vantagem de segunda ordem” [16,17]. Por fim, deve-se

mencionar que métodos de ordem igual ou superior a trés sdo possiveis, embora
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nao abundantes na literatura quimica. Espectros de excitagcdo/emissac de
fluorescéncia obtidos em fungéo do tempo para cada amostra sdo um exemplo
recente de dados de terceira ordem presentes na literatura [18). De modo geral,
dados de ordem igual ou superior a dois sdo denominados dados de ordem

superior.

2.1. Modelos Bi- e Trilineares

Para o sucesso de uma aplicagéo, é fundamental a compatibilidade entre a
natureza dos dados e o modelo assumido pelo método quimiométrico. Todos os
modelos discutidos aqui sdo lineares. Os métodos de primeira ordem sao
baseados em modelos bilineares, pois os vetores de dados coletados para as
varias amosiras podem ser agrupados em matrizes de dados (arranjos de
segunda ordem). Os métodos de segunda ordem se baseiam em modelos
trilineares, pois dados de segunda ordem coletados para varias amostras podem
sel organizados em um arranjo tridimensional. As matrizes de dados sao
colocadas “lado a lado”, gerando um “paralelepipedo”, cujas fatias séo objetos ou
amostras, as coiunas, varidveis, e as linhas, outra condigiic (pH, tempo,
temperatura, etc.). Métodos de terceira ordem demandam modelos quadrilineares
[18,19] e assim, sucessivamente.

O termo modelo é usado aqui com o mesmo sentido que na estatistica

classica. Um modelo € uma aproximagao util para descrever um conjunto de

dados reais; por exemplo, a matriz X & um modelo estimado dos dados reais
contidos na matriz X. A andlise de componentes principais (PCA, Principal
Components Analysis) [3], um dos métodos quimiométricos mais conhecidos,
pode ser tomada como exemplo. O modelo PCA é definido por propriedades
especificas (especificagcées do modelo), tais como base estrutural, restricées e
funcgo de ajuste. A base estrutural do modelo PCA é bilinear e dada pela seguinte
expressao, a qual considera somente os autovalores mais significativos:

12
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X=TP (1)

Os parametros do modelo, contidos em T (escores) e P (pesos), sdo estimados
sobre certas condigdes ou restricées. No caso da PCA, as componentes principais
devem ser ortogonais e, portanto, a restricido P'P = | & valida, onde | € uma matriz
identidade. Finalmente, a fungéo de ajuste serve como critério objetivo para o
algoritmo estimar os parametros do modelo. A escolha dessa fungdo normalmente
€ baseada em suposicGes acerca dos residuos do modelo. Todos os métodos
descritos a seguir se baseiam em fungdes de ajuste por minimos quadrados. No
caso da PCA, a fungdo de ajuste é dada por| X — TP'|?%, onde o subscrito F
indica a norma de Frobenius (raiz quadrada da soma absoluta dos quadrados dos
elementos de uma matriz).

2.2. Métodos de Calibragdo de Primeira Ordem

Regressao linear multipia (RLM ou MLR, Multiple Linear Regression),
regressac em componentes principais (PCR, Principal Components Regression) e
minimos quadrados parciais (PLS, Partial Least Squares) sio os métodos de
calibragdo de primeira ordem mais comuns.

A RLM é o método mais direto. Nela, a variavel a ser prevista, y, & estimada

por uma combinacao linear das varidveis independentes contidas na matriz X,
y=Xb ou y=bix;+bx+ .. +bx, (2)

onde b € o vetor com os coeficientes de regressdo. A solugdo de minimos
quadrados para encontrar b & b = (X'X)'X'y. A RLM é o melhor método para
sistemas bem comportados (respostas lineares, sem interferentes, sem interagbes
entre analitos, com baixo ruido e nenhuma colinearidade). A limitagao da RLM
esta no fato de efa usar toda a informagéo contida na matriz X, nio importando se
e relevante ou néo, para construir o modelo. Com isso, quantidade significativa de

informacao irrelevante ¢ incorporada. Outro problema esta na etapa de inversao
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da matriz (X'X). Se a matriz X contiver menos linhas que colunas (menos amostras
que variaveis), ela n&o podera ser invertida e a solugio nao existira.

O PCR é um método que fornece uma maneira de superar os problemas
descritos no paragrafo anterior, pois a regressio, ao invés de ser feita nas
variaveis originais, é feita nos escores obtidos em uma PCA. O PLS difere do PCR
por usar a informacéo das varidveis dependentes na construcdo do modelo.
Dentre os métodos citados, 0 PLS é o mais usado, tanto nas aplicagoes em
analise de farmacos previamente mencionadas quanto de um modo geral, e por
isso serd adotado neste trabalho.

2.2.1. PLS

O PLS [3,4] € um método para a construgdo de modelos de calibragio que
relaciona duas matrizes, X e Y, as quais contém as variaveis independentes, x, e
as dependentes, y, respectivamente. Essas duas matrizes s&o decompostas em
uma soma de f variaveis latentes, de acordo com o seguinte modelo estruturai:

X=TP'+E=Zt;p4+E (3)
Y=TQ+F=3st;q¥+F (4)

onde T é a matriz de escores; P e Q sdo as matrizes de pesos (loadings) para X e
Y, e E e F séo as matrizes de residuos. O produto de T e P! € uma aproximacao
das varidveis independentes (ex: espectros) e o produto de T ¢ Q! é uma
aproximacao das variaveis dependentes (ex: concentracdes). Uma importante
caracteristica do PLS é a possibilidade de obter escores que estio
simultaneamente relacionados as concentragbes (Y) e as medidas (X). A
concentracdo das novas amostras pode ser estimada a partir dos novos escores,
T*, e dos pesos do modelo, Q, de acordo com a equagao:

Yn=T*Q (5)

O nimero de varidveis latentes do modelo é escolhido através de um
procedimento de validagéo cruzada [3,4], baseado no menor erro de previsio.

Deve-se ainda mencionar a diferenca entre PLS1, quando a regressao é feita
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individualmente para cada variavel dependente (y € um vetor), e PLS2, quando
todas as variaveis dependentes sao previstas simultaneamente (Y € uma matriz).
C nimero apds o PLS indica, portanto, a dimensdo do arranjo de dados a ser
previsto. Por fim, o tamanho relativamente reduzido desta se¢do, em comparacgio
com as secOes relativas a métodos de segunda ordem descritas a seguir, &
justificado pelo fato de o PLS ser um método ja razoavelmente estabelecido e
difundido na literatura quimica.

2.3. Métodos de Segunda Ordem

Os métodos multidimensionais (N-way ou multi-mode) de tratamento de
dados foram primeiramente desenvolvidos por psicometristas (pesquisadores da
area de psicologia que aplicam estatistica multivariada aos seus dados) na década
de sessenta, com destaque para o pioneiro Ledyard Tucker, que propds os assim
chamados “métodos de Tucker” [20,21 .22]. Esse desenvolvimento coincidiu com a
tendéncia positivista, vigente na época, de valorizar excessivamente o papel da
analise quantitativa nas ciéncias humanas. Desta forma, grandes quantidades de
dados eram obtidas na forma de questionarios ou testes aplicados a um grande
ndmero de individuos sob diferentes condigGes e analisadas por psicometristas, os
quais buscavam extrair componentes puros que deveriam representar influéncias
ou padrdes de comportamento.

No inicio dos anos setenta, o pesquisador na area de lingllistica Richard
Harshman desenvolveu um modeio que viria a encontrar aplicagéo na literatura
quimica anos mais tarde, a analise de fatores paralelos ou PARAFAC (PARAIlel
FACtor analysis) [23]. Carrol e Chang propuseram na mesma época e de maneira
independente um modelo idéntico, ac qual deram o nome de decomposicéo
candnica (CANDECOMP, CANonical DECOMPosition) [24].

A utilizacdo de métodos multidimensionais em quimica foi relativamente
tardia. O artigo de Ho, Christian e Davidson [25], que propds o método de analise
de fatores por aniquilagdo do posto (RAFA, Rank Annihilation Factor Analysis)
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para o tratamento de dados obtidos por fluorescéncia molecular, em 1978, é
provavelmente o pioneiro. Durante toda a década de oitenta, a aplicacdo destes
meétodos na literatura quimica permaneceu relativamente restrita. Em 1881,
Appellof e Davidson, baseados no artigo de Carrol e Chang [24], apresentaram um
modelo similar ao PARAFAC, ao qual ndo deram nome, para o tratamento de
dados cromatograficos com detecgao espectrofluorimétrica [26]. Em uma série de
trés artigos publicados em 1988, Russell e co-autores usaram o mesmo modelo,
ao qual denominaram PCFA (Principal Component Factor Analysis), para o
tratamento de espectros de fluorescéncia molecular resolvidos no tempo [27-29)].

Um destaque especial deve ser dado para o método generalizado de
aniquilagéo do posto, GRAM (Generalized Rank Annihilation Method) propostc em
1986 por Sanchez e Kowalski [30]. Este método, de solugdo algébrica, & baseado
em um modelo trilinear e numa decomposicdo dos dados em autovetores, mas
possui a limitacao de que uma das dimensées dos dados seja igual a dois (duas
amostras). Em 1990, os mesmos autores propuseram uma extensao do método, a
decomposi¢ao direta trilinear (DTD, Direct Trilinear Decomposition) [31], a qual
superava a antiga limitagdo. No entanto, a inexisténcia de um critério de
otimizag&o bem definido (como o ajuste por minimos quadrados) tem limitado a
aplicagao deste método a conjuntos de dados livres de ruido [17]. © DTD costuma
produzir resultados que ndo sdo robustos na presenca de ruido instrumental. Em
1989, Wilson e co-autores propuseram uma extensdo do GRAM para dados que
apresentam posto (rank) diferente de um, ou seja, dados em que a contribuicio de
um analito para o sinal total ndo corresponde a um sinal de posto um, conforme
assumido pelo modeio trilinear do GRAM. Esta aiternativa para tratar desvios de
trilinearidade foi chamada de método ndo bilinear de aniguilagéo do posto (NBRA,
NonBilinear Rank Annihilation) [32].

Em 1989, Geladi apresentou em um artigo tutorial os métodos para a
analise de dados multidimensionais em quimica e chamou a atengcado para a
necessidade de sistematizacao e generalizacao [33]. Ele corretamente identificava
como fatores limitantes para a difusdo destes métodos a ndo disponibilidade de

um algoritmo na forma de um programa razoavelmente amigave!l e a auséncia de

16



Capitulo 2 Métodos Quimiométricos de Primeira e Sepunda Ordens

generalizag8o para as aplicagbes encontradas na literatura (nas palavras dele:
“aplicagbes que nao vao aiém do proprio exemplo”). Em 19982, Smiide também
chamou & atengao para o potencial de aiguns métodos de ordem superior, entao
ainda pouco usados e conhecidos na literatura quimica [34]. De 1995 a 1998, eie
iria orientar a tese de doutorado de Rasmus Bro [17], a qual veio dar uma
contribuicdo fundamental para difundir a aplicacio de alguns novos métodos
quimiométricos, o PARAFAC [35] e o N-PLS [36]. Esta tese, que gerou mais de
uma dezena de artigos cientificos, descreve de modo bastante claro e didatico os
modelos e os algoritmos para uma série de métodos multidimensionais e
apresenta seis exemplos de aplicagbes em diferentes areas, discutindo as suas
generalizagbes. A contribuicio talvez mais importante desse trabalho foi o fato de
0 autor disponibilizar gratuitamente os algoritmos usados, na forma de pacotes
(foolboxes) elaborados em “ambiente” MATLAB [37]
(http://www.models.kvl.dk/source/), facilitando enormemente a difusdo do uso
desses métodos.

2.3.1. Modelos de Tucker

Embora estes métodos nao tenham sido empregados nesta tese, eles serdo
brevemente descritos aqui para fins didaticos. Durante os anos sessenta, L.
Tucker desenvolveu os modelos atualmente conhecidos como Tucker1, Tucker2 e
Tucker3 [21,22]. O modelo Tucker1 corresponde ao simples desdobramento
(unfolding) do arranjo de dados tridimensional X (o sublinhado indica uma matriz
tridimensional) em uma matriz bidimensional, seguido de uma decomposicdo
bilinear usando PCA. O desdobramento de um arranjo de dados de dimensdes ] x
J x K em uma matriz de dimensdes | x JK & represéntado na Figura 1. Este
desdobramento também pode ser feito nas outras duas direcoes (J xKlou Kx 1J).
O Tucker1, também conhecido como unfolded-PCA, ignora a estrutura trilinear dos
dados, decompondo-os com um método bilinear. Tal fato leva a modelos gque sao
mais complexos (maior nimero de graus de liberdade), menos robustos, menos
interpretaveis e de menor capacidade de previsao que os modelos estritamente
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trilineares [17]. O modelo Tucker2 & um caso particular do Tucker3, em que uma
das dimensbes é mantida fixa durante a decomposicio.

 ———
X e X, X,
| o o
- X!xJK K

Figura 1. Representagao do desdobramento (unfolding) de um arranjo de dados
tridimensional em uma matriz. Modelo Tucker1.

O mais importante dos modelos de Tucker é o Tucker3, cuja base estrutural
€ dada pela equacéo,

X = AG(C®B) + E (6)

onde as matrizes A (I x D), B (J x E) e C (K x F) contém os pesos (loadings) do
modelo relativos as trés dimensdes dos dados, respectivamente; a matriz G (D x
EF) é a matriz central ou conectora (core matrix); o tensor E (I x J x K) contém os
erros do modelo e o simbolo “®” representa o produto de Kronecker ou produto
tensorial [38,39]. D, E e F indicam o nimero de fatores (ou componentes
principais) nas trés dimensdes dos dados, respectivamente. Uma caracteristica
particular do modelo Tucker3 é que ele permite que o nUmero de fatores
decompostos seja diferente em cada dimensdo. Os elementos da matriz G,
produto do rearranjo do tensor G (D x E x F), definem como os pesos individuais
interagem nas diferentes dimensdes, ou seja, os seus valores absolutos indicam a
importancia de cada interagdo entre fatores para o modelo (um valor préximo de
zero indica uma interagao insignificante). Por exemplo, o elemento gs1» conecta os
pesos do terceiro fator da primeira dimensao com o primeiro fator da segunda e o
segundo da terceira. A restricdo dos pesos em A, B e C serem ortogonais é usual.
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A representacdo grafica da decomposicdo dos dados efetuada pelo método
Tucker3 é apresentada na Figura 2.

Finalmente, & importante mencionar que os modelos de Tucker sao
coletivamente conhecidos como PCA multidimensional (multiway PCA), mas o
uso deste termo ndo é recomendado por Bro [17], devido & confusdo entre os
modelos Tuckerl e Tucker3. Ambos os modelos se aplicam a dados

tridimensionais, mas o primeiro assume uma estrutura bilinear, enquanto o
segundo assume uma estrutura trilinear.

C(KxF)

‘415;773Uxﬁ

/’_‘7 [ ! | |

X = & e
L

fl —:/K A '\_G_(DxExF) *_/
X{IxJxK) E{xJxK)

4
|
A (/x D)

Figura 2. Representacgao grafica do modelo Tucker3.

2.3.2. PARAFAC

A analise de fatores paralelos, PARAFAC [17,35], € um outro método para
decomposi¢cdo de dados de ordem superior, cuja base estrutural é dada pelas
matrizes de pesos A, B e C, que contém os elementos ay, by e Cu,
respectivamente, relativos as trés dimensdes dos dados. O modelo trilinear é
ajustado para minimizar a soma dos quadrados dos residuos &k, de acordo com a
seguinte equacao:
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F
Xk = Zaifbjfckf € {7)
tal

onde F €& o numero de fatores (repare que aqui, ao contrario do Tucker3, este
namero € igual em todas as dimensoes). A Figura 3 mostra a representacio
grafica da Equacgdo 7, indicando a decomposi¢cdo de um arranjo de dados
tridimensional em F triades de vetores pesos. Cada triade equivale a um fator do
modelo PARAFAC.

c,’ c,’ [y
X — b, T+ bZT---+ b7 + E
:l K a, a, ar
'_—:. v
Triade
- BT + E

Figura 3. Representagdo grafica do modelo PARAFAC. Decomposicéo de um
arranjo de dados tridimensional em F triades de vetores peso.

Alternativamente, o modelo PARAFAC pode ser representado pela seguinte
equagao matricial,

X=A(C|®B) +E G

onde as matrizes A, B e C t&ém dimensbes | x F, J x F e K x F, respectivamente, e

o simbolo “|®|” representa o produto de Khatri-Rao [17,38,40].
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O PARAFAC pode ser considerado uma generalizagio da PCA para dados
muitidimensionais, ou ainda, uma versao restrita do método Tucker3 [17,20} com
uma matriz central superidentidade (gees= 1 quandod=e=fe Jaer = O nas outras
posi¢des, ou seja, o primeiro fator de uma dimens3o s6 se relaciona com os
primeiros fatores das outras e assim, sucessivamente). Em comparagéo com a
PCA e o Tucker3, ele ¢ menos flexivel e usa menos graus de liberdade. Por ser
um modelo mais restrito, 0 PARAFAC é adequado para a modelagem de sistemas
nos quais os fatores subjacentes estio associados a leis fisico-quimicas
claramente definidas (em inglés, usa-se o termo hard modelling para este tipo de
modelagem, em oposicdo a soff modelling, quando a interpretacéo dos fatores néo
esta restrita a leis fisicas tao rigidas, como por exemplo, na determinagdo de
fontes de poluigdo em analises ambientais). Qualquer conjunto de dados que
puder ser modelado adequadamente com o PARAFAC, também podera ser
modelado com o Tucker3 ou com a PCA, mas usando um maior niimero de graus
de liberdade [35]. Esse excesso de graus de liberdade tende a ser usado para
modelar ruido ou varidncia sistematica de uma maneira redundante. Dai, as
limitagSes da aplicagdo destes dois métodos a problemas de resolugao de curvas.
Devido ao menor niimero de graus de liberdade usados, o PARAFAC pode ser
considerado um método mais simples e Bro [35) relaciona as vantagens de seu
uso as idéias do fildésofo do século XIV Guilherme de Ockham e ao “principio da
parcimonia” (Ockham’s Razor) [41]: deve-se usar sempre o modelo mais simples
possivel.

Além disso, ao contrario dos outros métodos citados acima, o PARAFAC
fornece solugdo Unica, independente de rotagdes. Matematicamente, isto significa
que o modelo estimado nao pode sofrer rotagdo sem perda de ajuste. Esta dltima
propriedade (em inglés, ela é denominada uniqueness) é de grande importancia
para a sua utilizagao na modelagem de dados espectroscépicos. Gragas a ela,
sera possivel recuperar os espectros (ou o que quer que constitua o perfil das
variaveis) dos componentes puros do sistema, contanto que os dados sejam
realimente trilineares, o nimero correto de fatores do modelo seja escolhido e a
razao sinal/ruido seja apropriada.
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A escolha do namero de fatores &€ uma etapa crucial da analise, nao
existindo para ela um critério absoluto. A escolha pode ser feita baseada na
variancia explicada pelo modelo, no conhecimento quimico do sisterna, em
metodos de reamostragem e validacdo cruzada (split-halfy [42,43] ou no
recentemente proposto “teste de consisténcia trilinear” (CORCONDIA, CORe
CONsistency DIAgnostic) [44]. O CORCONDIA é baseado na interpretacido do
PARAFAC como um modelo Tucker3 restritc. O Tucker3 é aplicado aos
parametros do modelo PARAFAC estimado e, se houver consisténcia trilinear,
espera-se que os elementos da superdiagonal do tensor central (G) tenham
valores préximos de um e os demais elementos valores proximos de zero. A
definicao matematica é expressa pela seguinte equacao,

-

CORCONDIA = 100*| 11— &=te=tt=

®)

onde gger € O elemento da matriz central calculada com o Tucker3 a partir dos
pesos do PARAFAC, hger € 0 elemento de um tensor binario contendo valores um
na superdiagonal e zero nas demais posigdes e F é o nimero de fatores do
modelo. Um valor de CORCONDIA superior a 90% indica a adequagéo do modelo
PARAFAC, um valor em torno de 50% indica deficiéncia de trilinearidade e valores
proximos de zero ou negativos indicam inconsisténcia trilinear. © CORCONDIA é
uma ferramenta para detectar sobre-ajuste em um modelo PARAFAC, mas nao
sub-ajuste. O valor de CORCONDIA para um modelo estimado com um numero
de componentes menor do que o real estara préximo a 100 %, pois a estrutura de
tal modelo sera trilinear. Portanto, o modelo adequado sera aquele com maior
namero de componentes e que preserve a estrutura trilinear (assumindo gue o
ruido nao é trilinear). Outro aspecto a ser ressaltado no CORCONDIA é o de nao
assumir suposigdes a priori a respeito dos residuos, pois é a parte sistematica dos
dados, e ndo a aleatéria, que é usada na avaliagio do modelo. Bro e Kiers
observam ainda, que a validagdo de um modelo PARAFAC niao deve se basear
unicamente no CORCONDIA [44].

22



Capitulo 2 Métodos Quimiométricos de Primeira e Segunda Ordens

Outra importante diferenga em relagdo a PCA, é que a solugdo do
PARAFAC nac é cumulativa (not nested). Isto significa que os paradmetros de um
modelo com F + 1 fatores ndo sao iguais aos de um modelo com F fatores mais
um fator adicional. A razdo para isso & que, na solucio do PARAFAC, os
componentes nao necessitam ser ortogonais (ndo correlacionados) entre si. Uma
outra caracteristica importante do PARAFAC é a possibilidade do uso de
restricdes (constraints). O ajuste de um modelo restrito sempre é menor do que o
de um modelo nao restrito (menor varidncia explicada). No entanto, a perda de
ajuste & compensada pela obtengéo de um modelo mais faciimente interpretavel e
realista. As restricbes mais comuns sdo: ndo negatividade, ortogonalidade e
unimodalidade. A restricdo de ndo negatividade € usuaimente adotada na
resolugdo de espectros, j@ que parametros espectrais negativos nao possuem
significado fisico.

O algoritmo usado para a resolugdo do PARAFAC é o dos minimos
quadrados afternados (ALS, Afternating Least Squares), que sucessivamente
estima os valores de uma das matrizes de pesos a partir dos valores conhecidos
das outras duas [17]. Este algoritmo, 0 mesmo usado para o Tucker3, pode ser
iniciado a partir de valores aleatérios ou usando aigum tipo de decomposigdo dos
dados, normalmente DTD ou SVD (Singular Value Decomposition). O algoritmo
converge iterativamente até atingir um critério de convergéncia ou um niimero de
iteragbes previamente definidos. Os passos do algoritmo para um modelo
PARAFAC [35] sdo resumidos a seguir:

(0) Decida o nimero de fatores, F;

(1) InicieB e C;

(2) Estime A por um ajuste de minimos quadrados a partir de X, Be C =
A = XZ'(zZ"Y", onde Z = (C|®|B)":

(3) Estime B de maneira analoga;

(4) Estime C de maneira analoga;

(5) Retorne ao passo (2) até a convergéncia (pequena mudanga no ajuste em
relagdo ao dltimo resultado).
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Os principais objetivos das aplicagées de PARAFAC em quimica [17] sdo a
resolucao de curvas e a calibragdo multivariada, embora aplicacdes em andlise
exploratéria [45,46] e em analise de variancia [47,48] também sejam encontradas
na literatura. O uso do PARAFAC para calibracdo segue uma estrategia analoga a
do PCR. As amostras de concentragdes conhecidas e desconhecidas sio
decompostas simultaneamente. Os pesos especificamente obtidos para o
componente de interesse na amostra desconhecida (também chamados de
escores por alguns autores) séo relacionados com as concentragdes conhecidas
do conjunto de calibragdo através de uma regressao linear.

Um ultimo aspecto a ser comentado diz respeito ao pré-processamento dos
dados. O pré-processamento de dados multidimensionais & mais complicado do
que o de dados bidimensionais [17,49]. Por exempio, ao centrar na média os
dados em uma das dimensdes (ou modos), o escalamento feito em qualquer outra
dimensdo é afetado. No enfanto, ndo se costuma efetuar nenhum pré-
processamento quando se aplica o PARAFAC na resolugéo de espectros.

2.3.3. N-PLS

O método dos minimos quadrados multilineares (PLS multilinear ou N-PLS)
[4,17] € uma extens&o do PLS para dados de ordem superior que foi proposta em
1996 por R. Bro [36]. Os termos N-PLS1 e N-PLLS2 possuem significado analogo
aos previamente citados PLS1 e PLS2. Como o N-PLS1 ndo foi usado neste
trabalho, a descrigdo a seguir sera feita exclusivamente para o N-PLS2, embora a
diferenca entre estas duas variantes néo seja muito significativa. O aigoritmo do N-
PLS2 decompde um arranjo de dados multidimensionais X em um conjunto de
triades. Cada triade é equivalente a uma varidvel latente no PLS e consiste de um
vetor de escores, t, relacionado 3 dimensao das amostras e dois vetores de pesos
(weights), w' e w", relacionados as outras duas dimensdes dos dados (ex:
comprimento de onda e pH). A base estrutural do modelo € dada por

Xijk = i te Wi Wi + e (10)

f=1
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onde ej S80 0s residuos, tr, w's @ w¢ S50 0s elementos dos f vetores t, w' e wX
respectivamente, e F é o numero de triades ou fatores. Alternativamente, o
modelo N-PLS pode ser representado pela seguinte equagio matricial,

X=T(W @MW)+ E (11)
onde as matrizes T, W’ e WX tém dimensbes | x F ,J xF e Kx F, respectivamente,
e o simbolo “|®|” representa o produto de Khatri-Rao [17,38,40].

Superficialmente, os vetores t, w’ e w® estao relacionados aos escores e
aos pesos de um modelo PLS bilinear, mas na pratica eles s&o diferentes, pois as
variaveis latentes do N-PLS n3o estio restritas 2 ortogonalidade. Além disso, a
matriz dos pesos das variaveis dependentes, Q, & determinada apés cada nova
variave! latente ser computada, de acordo com

Y=TQ =  Q=(Tn'TY (12)

onde T é a matriz de escores, cujas colunas consistem nos vetores escores
individuais, t, para cada variavel latente. A concentragdo das novas amostras, Yy,
pode ser estimada a partir dos novos escores, T*, de uma maneira similar ac PLS
(vide Equacgéo 5). Uma importante diferenga em relagéo ao PLS é o fato de os
elementos de Q no N-PLS necessitarem ser recalculados assim que cada nova
variavel latente é computada. No caso do PLS bilinear, a primeira coluna de Q
sera sempre a mesma, ndo importando quantas variaveis latentes o modelo tenha.
Esta limitagdo é causada pela ja mencionada nao ortogonalidade das variaveis
latentes, o que leva a uma solugdo nao cumulativa.

Uma descricao mais detalhada do modelo N-PLS & apresentada nas
referéncias 17 e 36. O algoritmo para o N-PLS2 é dado a seguir;

(0) Centre namédiaXeY;
Facga u igual 2 uma das colunas de Y:;
f=1;

(1) Calcule a matriz Z a partir de X e u;
(2) Determine w’ e w* a partir de SVD(2);
(3) Caicule t;

@a=Yt/|Yt]
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(S)u=Ygq;

(6) Se houver convergéncia, continue; senao, volte ao passo (1);

(7) b= (TT)'T'y;

B) X=X —tw' W) eY=Y-Tbq",

(9) f= f+ 1. Continue do passo (1) até descrever apropriadamente Y.

Por fim, é importante notar que o modelo do N-PLS impfe uma estrutura
trilinear aos dados, pois € baseado numa decomposi¢cao tridimensional da matriz
de calibragdo. Alguns métodos previamente publicados [50,51] foram
originalmente também chamados de N-PLS, mas ndo podem ser considerados
propriamente como métodos de ordem superior, porque sio baseados em uma
decomposigdo bidimensional de dados tridimensionais. Na verdade, esses
métodos primeiro rearranjam a matriz tridimensional em uma matriz de duas
dimensdes e, depois, usam um algoritmo similar ao do PLS bilinear. Como eles
sao baseados em um desdobramento (unfolding) da matriz de dados, também s&o
conhecidos como unfolded-PLS. Na comparagido com o unfolded-PLS, o N-PLS
apresenta varias vantagens, pois usa menos parametros, produz resultados mais
faciimente interpretaveis e é mais robusto a influéncia de ruido nos dados.
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3.1. Introdugéo

A aspirina, ou é&cido acetilsalicilico (AAS), e a vitamina C, ou &cido
ascorbico (AA), sédo amplamente empregados como principios ativos em produtos
farmacéuticos e estdo entre os farmacos mais consumidos no mundo [62,53). As
estruturas dessas moléculas sao representadas na Figura 4. A partir dos anos 90,
AAS e AA passaram a ser comercializados juntamente em formulages que
combinam a acdo antipirética e analgésica do AAS com o poder do AA de
aumentar a resisténcia do organismo. Varios métodos volumeétricos séo
comumente empregados na determinagio dessas substancias, tais como
volumetria de neutralizagéo para o AAS [54] ou volumetria de dxido-redugao para
0 AA [54]. Outros métodos importantes sao os espectrofotométricos, existindo uma
variedade deles, baseados ou ndo na formagio de um croméforo, para a
determinagao do AA [55,56), enquanto o método de Trinder, baseado na formacao
de um complexo colorido de salicilato com Fe**, é o mais conhecido para a
determinacdo de AAS [57]. Além desses métodos, CLAE, potenciometria e
amperometria também podem ser usadas na determinagéo de AAS [58-60] e AA
[61-63]. Entretanto, poucos métodos foram desenvolvidos até o presente momento
para a determinagéo simultanea de AAS e AA. Uma revisdo recente da literatura
revela apenas a existéncia uma determinacio feita por CLAE [64] e duas
determinagfes baseadas em espectroscopia derivativa [65,66). Considerando-se o
aumento da produgdo e do consumo de formulagdes farmacéuticas que
empregam conjuntamente AAS e AA, torna-se interessante o desenvolvimento de
novas metodologias para determinagdo simultanea dessas duas espécies.

Nesta aplicagéo {67], foram obtidos espectros no UV de misturas de AAS e
AA, preparadas de acordo com um planejamento experimental, em varios valores
de pH. Os dados foram tratados com métodos quimiomeétricos de primeira e
segunda ordens, visando os seguintes objetivos: (1) realizar um estudo
exploratério dos equilibrios simultaneos de AAS e AA em solugdo aguosa; (2)
estimar a constante de dissociacdo dessas espécies através da decomposicao
dos dados tridimensionais (amostras x comprimento de onda x pH), usando um
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modelo PARAFAC; e (3) desenvolver uma metodoiogia multivariada para a
determinacéo direta, rapida e simultanea de AAS e AA em comprimidos. A
informacgdo espectral relativa as dissociagbes das duas espécies (mostradas na
Figura 4) sera usada na modelagem com os métodos de segunda ordem.

AAS o D _
COH . CO
O CHs O CHs
\%\/ \C”:/
O 0o
AA CH>OH H,OH
CHOH ¢ t GHOH
S 0
H OH i, OH

Figura 4. Representacdo das reag¢ies de dissociagio do AAS e do AA.

3.2. Parte Experimental

3.2.1. Reagentes e solugbes

Os seguintes reagentes foram empregados, todos de grau analitico: AAS,
AA, dihidrogenofosfato de potassio, acido cloridrico, cloreto de potassio, salicilato
de sédio, etanol (todos da Merck), acido fosforico (Sigma) e hidréxido de potassio
{Synth).
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Duas solucbes estoque de concentraggo 1,0 x 102 mol L foram
preparadas: AA em agua e AAS em etanol/agua 10:90, viv (0 AAS é pouco solavel
em agua). A partir destas, cinco solugdes intermediarias, na faixa de concentracao
de 3,0 x 10® a 3,0 x 10 mol L™, foram preparadas para cada acido, por diluigao
em agua. Seis solugdes de concentragéo 0,1 mol L™ foram preparadas na faixa de
pH de 1,0 a 5,5: quatro solugdes tampao (pH entre 3.0 e 5,5) foram preparadas a
partir de KH.PO4 e H3PO,4 ou KOH: duas outras solugdes ibnicas de vaiores de pH
1 e 2 foram preparadas a partir de HCI e HCI/KCI, respectivamente (o KCi foi
usado para ajuste de forga idnica). A faixa de pH estudada foi escolhida em torno
dos valores de pKa esperados para os dois analitos (3,5 para 0 AAS e 4.2 para o
AA [68]). Embora as solugbes tampao preparadas a partir de KH.PO4 na faixa de
pH entre 4,0 e 5,5 apresentem baixa capacidade tamponante (valores de pH
distantes dos valores de pK; do KH,PO,, 2,15), as suas concentragoes (10" mol
L") s@o entre 1000 e 10000 vezes maiores do que as concentracdes das solugbes
problemas a serem medidas (10™* a 10° mof L, vide se¢io 3.2.3), garantindo
assim, a resisténcia & mudanca de pH nas condicdes de analise. Todas as
solugbes foram preparadas usando agua deionizada (Milli-Q).

3.2.2. Instrumentac&o e tratamento dos dados

Um espectrofotdometro UViisivel dispersivo Pharmacia Biotech, modelo
Ultrospec 2000, foi usado e os dados foram registrados com o auxilio dos
programas Swift-Time Drive e Wavescan, versées 1.0. As medidas de pH foram
registradas em um pHmetro Coming, modelo 350. Os dados foram tratados no
programa MATLAB™, versio 5.2 (The MathWorks, Natick, EUA), usando os
pacotes The N-way Toolbox for MATLAB, versio 1.00 beta [37], para as andlises
com o PARAFAC e o N-PLS, e PLS Toolbox, versio 2.0 (Eigenvector
Technologies, Manson, EUA), para as anélises com o PLS.
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3.2.3. Planejamento experimental e aquisi¢do dos espectros

Os dados foram gerados a partir de um planejamento experimental feito
com dois fatores (AAS e AA) e cinco niveis (concentragdes na faixa de 1,0 x 10™ a
1,0 x 10° mol L™). Esse planejamento, representado na Figura 5, consistiu de dois
sub-planejamentos, um 32 e um 3% — 1 (dois fatores e trés niveis menos o ponto
central). O conjunto dos dados foi utilizado na andlise com o PARAFAC
{(deconvolugdo espectral e estimativa das constantes de dissociagcdo). Para a
calibragdo multivariada, os dados foram divididos em dois conjuntos, um de
calibragdo (planejamento 3%) e um de validagdo {planejamento 3% - 1 e faixa de
concentracdo contida na faixa do conjunto de calibragdo). Para cada valor de pH
estudado, dezessete solugdes de trabalho foram preparadas de acordo com o
planejamento. Essas solugbes foram preparadas diretamente na cubeta de
quartzo (1,00 cm de caminho 6tico), sob agitagdo, pela adi¢do de 100 uL de
solucdes intermediarias de cada acido e 2,80 mL de solugao tampao ou idnica
para cada respectivo valor de pH. O volume total de solugdo (3,00 mL) foi
escolhido de acordo com a capacidade da cubeta. Apesar da solugao estoque de
AAS ter sido preparada em etanol/agua 10:90 (v/v), ela foi diluida entre 100 e
1000 vezes para a obtencao das solugdes de trabalho. Portanto, o contetido final
de etanol nas solugdes medidas foi, no maximo, 0,1 % e foi adotada a
aproximagao de que os valores de pH eram os mesmos que em agua pura.
Solugbes preparadas da mesma maneira que as solucdes de trabalho, mas nao
contendo nenhum dos analitos, foram usadas como branco para cada conjunto de
pH. Os espectros foram coletados na faixa de 210 a 300 nm (passo 1 nm).
Também foram obtidos espectros de solugdes puras de AAS, AA e acido salicilico
(AS) em cada valor de pH.
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Figura 5. Planejamento experimental usado no estudo das misturas de AAS e AA.

3.2.4. Determinacdo das amostras comerciais
As amostras de duas formulacées farmacéuticas comerciais disponiveis no
mercado nacional foram compradas em uma farmacia local. Essas amostras

apresentam a seguinte composicdo por comprimido, especificada pelos
fabricantes:

— Amostra 1: 0,40 g de AAS, 0,24 g de AA, bicarbonato de sédio, amido e
esséncia de limao.

— Amostra 2: 0,40 g de AAS, 0,24 g de AA, bicarbonato de sédio, amido,
corante vermelho e esséncia de laranja.

Os comprimidos efervescentes foram dissolvidos em 500 mL de agua. Em
seguida, uma nova diluicdo 1:2 foi efetuada e, finalmente, 100 uL de cada amostra
foram misturados na cubeta com 2,80 mL da respectiva solugéo tamp&o ou iénica
mais 100 pL de agua deionizada. Os espectros das amostras comerciais foram

obtidos da mesma maneira que os espectros das solugées de trabalho.
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3.2.5. Estimativa da decomposicdo de AAS a AS em amostras
simuladas

Com o objetivo de verificar se 0 melhor modelo PLS bilinear construido era
capaz de prever a decomposi¢cdo de AAS a AS, foram simulados espectros de
misturas de AAS e AA (ambos 5,0 x 10° mol L), sob 10, 20, 30, 40, 50 e 100 %
de decomposicao, através de combinagdes lineares de espectros puros obtidos
experimentalmente em pH 1. O moedelo original PLS/pH 1 nao foi capaz de prever
a decomposicdo de AAS a AS nestas misturas simuladas e, entdo, um novo
modelo foi construido incluindo o AS (a partir de um espectro experimental). Um
novo conjunto de misturas com a decomposigdo do AAS variando entre 5 e 35 %
foi simulado, de acordo com a Tabela 1. Esses espectros foram usados
juntamente com os 17 espectros originais das solugdes reais, totalizando 23
espectros (9 originais) para a construgdo e 21 espectros (8 originais) para a
validagéo do novo modelo. Este novo modelo foi usado para prever amostras que
simulavam a decomposi¢cao do AAS a AS (entre 10 e 100 %) e também as

amostras comerciais.
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Tabela 1. Amostras simuladas usadas na construgéo e validacio de um modelo
PLS para a determinagéo simultanea de AAS, AA e AS’

Numero da Concentragio
amostra

10° [AA] / mol L 10° [AAS] / mol L" 10° [AS] / mol L™

#12 1,00 0,95 0.05
#2 5,00 0,85 0,05
#3 10,00 0,96 0,05
#4 1,00 4,75 0.25
#5 5,00 4,75 0,25
#6 10,00 4,75 0,25
#7 1,00 9,50 0,50
#8 5,00 9,60 0,50
#9 10,00 9,50 0,50
#10 1,00 0,85 0,15
#11 5,00 0,85 0,15
#12 10,00 0,85 0,15
#13 1,00 4,25 0,75
#14 5,00 4,25 0.75
#15 10,00 4,25 0,76
#16 1,00 8,50 1,50
#17 5,00 8,50 1,50
#18 10,00 8,50 1,50
#19 1,00 0,65 0,35
#20 5,00 0,65 0,35
#21 10,00 0,65 0,35
#22 1,00 3,25 1,75
#23 5,00 3,25 1,75
#24 10,00 3,25 1,75
#25 1,00 6,50 3,50
#26 5,00 6,50 3,80
#27 10,00 6,50 3,50

" Niveis de decomposicao do AAS: 5, 15 e 35 %,
2 Numeros impares: amostras de calibragéo; nimeros pares: amostras de validag3o.
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3.3. Resultados e Discussao

3.3.1. Estudo exploratério do sistema usando PARAFAC

A Figura 6 mostra os espectros de solucdes puras de AAS, AA e AS (5,0 x
10"° mol L) obtidos nos diferentes vaiores de pH. Como pode ser observado, em
solucoes de pH proximo ou menor que dois, o AA apresenta uma banda com
maximo de absorcdo em 243 nm; em solugdes de pH maior, esse maximo se
desloca para 265 nm. Por outro {ado, o AAS apresenta uma banda com Amax €m
229 nm, em pH < 2, e mais préximo a 220 nm em pH maior que quatro (neste
caso, a banda mostra uma forma em que o maximo nao € claramente definido).

Os dados foram agrupados em um arranjo tridimensional (17 amostras x 91
comprimentos de onda x 6 valores de pH) e nao sofreram nenhum tipo de pré-
tratamento. A Figura 7 mostra uma das superficies espectrais obtidas em fungéo
do pH (amostra de [AAS] = [AA] = 5,0 x 10° mol L") e representa a montagem do
arranjo de dados. Um modelo PARAFAC foi construido sob restricio de nao
negatividade nas trés dimensbes dos dados, pois nao se esperam valores
negativos de concentracdo ou absorbancia. Além disso, foram usados iniciagido
por valores aleatorios ortogonais e critério de convergéncia igual a 1 x 10°. A
etapa mais critica da modelagem com o PARAFAC esta na escolha do nimero de
fatores. Neste caso, a escolha foi baseada inicialmente no prévio conhecimento
quimico do sistema, pois se esperava a presenga de quatro componentes,
correspondentes aos dois acidos e as suas respectivas especies dissociadas. Um
modelo com quatro fatores produziu resultados que foram coerentemente
interpretados, explicou 99,7% da variancia original dos dados e apresentou um
CORCONDIA de 95,6%, o gue garante a sua consisténcia trilinear. Modelos com
cinco e seis fatores produziram solugbes degeneradas e, portanto, se mostraram
inadequados. Solugdes degeneradas [35] sao solugdes dificeis de se ajustarem a
um modelo PARAFAC. Em muitos casos, a convergéncia do algoritmo costuma
ser extremamente lenta. Um tipico sinal de solugcdo degenerada é a presenga de

vetores pesos altamente correlacionados em uma mesma dimensao dos dados.
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Figura 6. Espectros de solugdes puras (5,0 x 10° mol L") de (a) AAS, (b) AA e (c)
AS, obtidos para seis diferentes valores de pH.
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Figura 7. Superficie espectral obtida em fung&o do pH ([AAS] = [AA] = 5,0 x 107°
mol L") e representacéo do arranjo de dados tratado com o modelo PARAFAC.
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As Figuras 8 e 9 apresentam os resultados do modelo PARAFAC com
quatro fatores. Os pesos obtidos para a segunda dimenséao dos dados (espectros)
sao bastante semelhantes aos espectros obtidos para o AAS e o AA puros (pH=1)
€ para as suas respectivas espécies deprotonadas (pH=5,5), os ions
acetilsalicilato e ascorbato. Esses pesos s&o mostrados na Figura 8, em
sobreposigéo aos espectros das espécies puras obtidos experimentalmente. Nesta
figura, tanto os pesos quanto os espectros foram normalizados para valores entre
0 e 1. A Figura 9 mostra os pesos obtidos para a terceira dimensao dos dados, os
quais representam a distribuigdo das espécies em fungéo do pH. Foram ajustadas
fungbes sigmoides a essas distribuices. As constantes de dissociagdo para
ambos os acidos podem ser estimadas através dessa figura, conforme indicado
pela projecdo do cruzamento das respectivas curvas no eixo das abscissas. Os
valores de pK, estimados foram 3,41 para o AAS e 4,10 para o AA. Esses valores
estao bem préximos dos encontrados na literatura, 3,49 para o AAS e 4,17 para o
AA, a 25 °C [68], valores estes determinados por titulagdo potenciométrica [69].
Estes resultados indicam que o modelo adotado foi bastante adequado aos dados.

39



Capitulo 3 Estudo de Misturas de AAS e Acido Ascorbico por Espectrofotometria no UV

1 1
260 270 280
comprimento de onda (nm)

Figura 8. Espectros deconvoluidos, obtidos através dos pesos do modelo
PARAFAC (linhas sdlidas), sobrepostos aos espectros obtidos experimentalmente
(linhas tracejadas). Todos os espectros foram normalizados entre 0O e 1.
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Figura 9. Distribuicao das espécies em funcao do pH, obtidas através dos pesos
do modelo PARAFAC.

40



Capitulo 3 Estudo de Misturas de AAS e Acido Ascorbico por Espectrofotometria no UV

3.3.2. Calibragdo multivariada e determinacdo de amostras comerciais
usando PLS e N-PLS

Conforme j& mencionado (secdo 2.3.2), o modelo PARAFAC pode ser
usado para a calibragdo multivariada de dados multidimensionais, seguindo uma
estratégia andloga a do PCR, sendo que os pesos da dimensao das amostras
podem ser usados como variaveis independentes em uma regressao linear.
Entretanto, o uso do N-PLS para este fim pode ser mais vantajoso em certas
situagdes. Como a solugao do PARAFAC nao é cumulativa, torna-se necessario
construir diferentes modelos para cada nimero de fatores e testa-los
individualmente. Levando em conta que o algoritmo para a resolucdo do
PARAFAC é bem mais lento que o do N-PLS, a vantagem em termos de tempo e
simplicidade de processamento dos dados pode ser significativa, dependendo do
tamanho do conjunto de dados, da velocidade do processador e da memoéria
computacional disponivel (em alguns casos, um modelo PARAFAC pode levar
mais de uma hora para convergir). Além disso, 0 N-PLS pode fornecer um modelo
de previsdao mais estavel e robusto devido a incorporagdo da informacgdo das
variaveis dependentes na decomposigdo das variaveis independentes. Desta
maneira, optou-se pela calibragdo multivariada usando um modelo trilinear N-PLS,
0 qual foi comparado com modelos bilineares PLS construidos individuaimente
para cada conjuntc de pH. Os modelos foram construidos com apenas nove
solugbes e usados para prever outras oito solugbes, de acordo com um
planejamento experimental (Figura 5). A raiz quadrada dos erros meédios
Quadrados de previsdo (RMSEP, Root Mean Square Error of Prediction) do
conjunto de validagao e o coeficiente de correlagao (r) entre os valores reais e os
previstos foram os pardmetros usados para a comparagao entre os diversos
modelos. O RMSEP é calculado peia Equacdo 13, onde y; € o valor padrio

(esperado) da varidvel dependente (neste caso, concentragéo), y, é o valor

previsto pelo modele e n é o nimero de amostras previstas.
v 32

RMSEP = /Z_(yr_y_?)_ (13)
n
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Modelos PLS1 e PLS2 forneceram resultados similares e, portanto, os
resultados do PLS2 foram escothidos por serem obtidos de maneira mais direta. A
regiao espectral entre 210 e 225 nm foi eliminada dos modelos, pois foi verificada
empiricamente uma melhora nas previsdes. Uma possivel explicagdo para este
resultado pode estar associada & interacao do branco (fosfato) com o analito, o
que poderia gerar instabilidade no sinal analitico nesta regiac. Charles e co-
autores também observaram que a eliminagdo dessa mesma regido espectral
melhorou a previsdo de aspirina em uma determinagdo simultanea de trés
farmacos usando calibragdo multivariada [70]. Eles atribuiram essa observacao a
forte sobreposi¢éo espectral do sinal das espécies nessa regido e a um desvio da
l.ei de Beer. Entretanto, essa regido espectral foi essencial para a modelagem dos
dados com o PARAFAC (segao 3.3.1), visto que a sua eliminagdo impossibilitou a
decomposi¢ido dos dados. Portanto, o modeio N-PLS foi construido a partir de um
arranjo de dados formado por 9 amostras, 76 comprimentos de onda e 6 valores
de pH. Os modelos PLS foram construidos a partir de matrizes 9 x 76.

A Tabela 2 mostra os valores dos parametros RMSEP e r obtidos para
todos os modeios construidos. O nimero étimo de variaveis latentes foi dois para
todos os modelos PLS e quatro para o N-PLS. Os melhores modelos PLS2 foram
obtidos em valores de pH menores que dois. Curiosamente, este resultado nao
deveria ser esperado, pois os espectros do AAS e do AA apresentam melhores
resolugéo e sensibilidade (e265 > €243 para o AA) em valores de pH maiores que 3
(Figura 6). Entre as hipéteses para o comportamento observado, pode-se citar
uma possivel instabilidade do ion ascorbato. Fernandes e co-autores mostraram
que o AA pode sofrer até 21 % decomposi¢cdo a acido dehidroascérbico (nio
absorve entre 210 e 300 nm) na presenca de oxigénio em pH 5,0-5,6, em um
periocdo de 30 a 60 minutos [71]. Além disso, o AAS apresenta em pH > 3 uma
banda espectral, na qual ndo ha um maximo claramente definido e onde pequenas
flutuagdes na absorbancia podem levar a erros significativos nas concentrages
previstas. Por fim, o N-PLS foi considerado o melhor modelo, pois forneceu
resultados significativamente superiores aos melhores modelos PLS. Um teste F

com 8 e 8 graus de liberdade (Fgg), no nivel de 95 % de confianga, indicou que os
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valores de RMESP para a previsio do AAS e do AA com o modelo N-PLS sao
significativamente menores que os valores de RMSEP para as previsées do AAS
com o modelo PLS/pH1 e do AA com o modelo PLS/pH2, respectivamente.

Tabela 2. Erros de previsio e coeficientes de regressao entre os valores reais e
previstos obtidos para o conjunto de validagéo, para cada modelo construido

RMSEPe r PLS2/pH N- PLS2

1,08 211 337 4,19 5,00 5,51

10° [AASruser] 8,21 4,55 10,3 10,7 192 265 3,77

mol L™
ASA, 0,991 0,998 0,987 0,996 0965 0953 0998
10° [AArmser] 5,17 7,13 10,8 100 256 742 242
mol L
AA, 0,998 0997 0991 0995 0,923 0997 0999

Os dois melhores modelos de calibragéo, N-PLS e PLS/pH 1, foram usados
para a determinagdo simultdnea de AAS e AA em formulagdes farmacéuticas
comerciais de dois diferentes fabricantes. Os resultados $a0 mostrados na Tabela
3 e estdo em boa concordéncia com os valores especificados peios fabricantes,
sendo que as maiores diferengas observadas foram de 4 % para a previsao do
AAS com o PLS/pH1 e 2% para a previsao do AA com o N-PLS. Os modelos PLS
em valores de pH maiores que 3 forneceram previsGes para essas amostras com
diferencas em relagéo aos valores especificados pelos fabricantes em torno de, ou
superiores a 10 % (em alguns casos, essa diferenga esteve em torno de 5 %). O
modeio PLS/pH2 produziu previsées semelhantes as do modelo PLS/pH1. Embora
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o N-PLS tenha apresentado melhores previstes para amostras sintéticas, os
resuliados para amostras comerciais foram semelhantes aos do PLS/pH1.
Considerando uma analise de rotina, a utilizagdo do modeio PLS/pH 1 poderia ser
considerada mais adequada devido a maior simplicidade, pois para a construcao
de um modelo N-PLS as amostras precisam ser medidas em varios valores de pH.

Tabela 3. Determinacgdo simultanea de AAS e AA em comprimidos usando

calibragcao multivariada

Amostras’ Valores Previstos (g por comprimido)
N-PLS2 PLS2/pH1
AAS AA AAS AA
#1 0,392 0,245 0,416 0,254
#2 0,397 0,252 0,396 0,248

" Contetido de ambas as amostras: 0,40 g de AAS e 0,24 g de AA.
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3.3.3. Construgdo de um modelo PLS/pH1 para estimar a
decomposicdo de AAS a AS em amostras simuladas

Muitos métodos para a determinagéo de AAS s3o indiretos. Neles, o AAS é
primeiro convertido a AS e depois determinado [57,60]. Um problema com esses
metodos € que eles ndo consideram a hipétese de uma possivel decomposicao do
AAS a AS (hidrélise), que pode ocorrer em ambientes (midos. Se essa
decomposicdo ocorrer em um certo nivel, os produtos comerciais podem conter
uma quantidade de AAS menor do que a especificada. Portanto, é interessante o
desenvolvimento de métodos de determinacao que levem em conta uma possivel
decomposicdo do AAS a AS. O modelo PLS/pH1 previamente desenvolvido foi
testado em amostras de AAS e AA, as quais simulavam um grau de
decomposicdo de AAS a AS entre 10 e 100 %, e nao forneceu bons resultados.
Ele previu 2,5% de decomposigdo para uma amostra sob 10% e 30% de
decomposicdo para uma amostra sob 100%. Além disso, os erros para a previsdo
de AA aumentavam como aumento da decomposicdo de AAS (20% de erro sob
decomposigdo total). Claramente, este modelo nao fez uma boa distingio entre
AAS e AS, o que pode ser explicado pela semelhanga de seus espectros de
absor¢do no UV (Figura 6). Foi entio proposto um novo modelo, baseado no
principio de incorporar o interferente ac modelo ao invés de separa-lo. Vinte e sete
novas misturas foram simuladas a partir dos espectros puros de AAS, AA e AS
obtidos em pH 1 (Tabela 1). O novo modelo foi construido com 14 novas amostras
simuladas mais as 9 reais do conjunto original de calibracdo, as quais nao
continham AS. O conjunto de validagao foi preparado com 13 amostras simuladas
mais as 8 reais originais. Os valores de RMSEP e r determinados para o novo
modelo, assim como as previsdes das amostras reais, sdo mostrados na Tabela 4.
Esses resultados foram semeihantes aos obtidos com o modelo original. O modelo
foi capaz ainda de prever a decomposigdo de AAS a AA, conforme demonstrado
pelos resultados da Tabela 5.
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Tabela 4. Parametros para o novo modelo PLS/pH1, que inclui AS, obtidos na
previs&o do novo conjunto de validagdo, e determinacdo das amostras comerciais

AAS AA AS
10° [RMSEP] / mol L 6,23 4,89 3,49
r 0,999 0,999 0,997

Determina¢do das amostras (g/comprimido)

#1 0,426 0,258 n.d.’

#2 0,401 0,251 nd.’

" hao detectavel (valores negativos préximos de zero).

Tabela 5. Previsao do conjunto de amostras simulando a decomposi¢do de AAS a
AS, usando o novo modelo PLS/pH1

Grau de 10° Concentragdo / moi L™
decomposicio

Real Obtida
AA AAS AS AA AAS AS
10% 5,00 4,50 0,50 5,00 4,53 0,46
20% 5,00 4,00 1,00 5,00 4,03 0,97
30% 5,00 3,50 1,50 4,99 3,52 1,49
40% 5,00 3,00 2,00 4,99 3,01 2,01
50% 5,00 2,50 2,50 4,98 2,51 2,51
100% 5,00 0,00 5,00 4,96 0,00 5,09

46



Capitulo 3 Estudo de Misturas de AAS e Acido Ascorbico por Espectrofotometria ne UV

3.4. Conclusao

A deconvolugao espectral usando métodos de primeira ordem (bilineares)
tais como PCA nao costuma ser possivel, a menos que severas restricbes sejam
aplicadas ao modelo. Isto tem levado ac desenvolvimento de métodos que
funcionam bem sob determinadas condigbes especificas, mas que ndo sio
faciimente generalizaveis [72-74]. O PARAFAC tem a propriedade de produzir
solugdo Unica, independente de rotagdo, e devido a isto tem se mostrado uma
excelente ferramenta para a resolugiio de curvas em um ntimero mais abrangente
de aplicagbes. Na presente aplicacdo, ele forneceu 6timos resultados para a
deconvolugdo dos espectros de AAS, AA e suas respectivas espécies ionizadas,
os jons acetilsalicilato e ascorbato. Além disso, o uso de PARAFAC e
espectrofotometria no UV proporcionou uma nova maneira de estimar valores de
PK, a qual pode ser aplicada a acidos ou bases muito fracas. Por outro lado,
pouquissimos métodos foram previamente propostos na literatura para a
determinagao simuitdnea de AAS e AA. O presente trabalho apresentou um novo
método que forneceu bons resultados. Embora o N-PLS tenha fornecido melhores
resultados para amostras sintéticas, o0 modelo PLS/pH1 poderia ser indicado como
mais adequado para uma andlise de rotina, devido a maior simplicidade dos
procedimentos necessdrios. Uma possivel alternativa para simplificar esta
determinacdo usando o N-PLS seria a automacgao através de um sistema de
injecao em fluxo com gradiente de pH e detecg@o no UV por arranjo de diodos.
Finaimente, um novo modelo PLS, robusto o bastante para distinguir o teor de AS
proveniente da hidrélise de AAS, foi proposto e testado em amostras simuiadas e
reais.
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4.1. Introdugéo

O AAS, o paracetamol (PRC) e a cafeina (CAF) sio comercializados de
maneira combinada na mesma formulagdo farmacéutica em varios paises. Essas
formulacbes possuem efeitos analgésico e antipirético. O efeito analgésico do AAS
[52] e do PRC pode ser reforcado pelo poder estimulante da CAF [75]. O PRC,
tambem conhecido como acetaminofeno, possui a vantagem adicional sobre o
AAS de n3o irritar a mucosa gastro-intestinal [76]. As férmulas estruturais do PRC
e da CAF sao mostradas na Figura 10 (a formula do AAS foi mostrada na Figura 4,
secdo 3.1).

O CHj;
NH. _CHs HsC_ ,L
T T
HO O/LN N
|
PRC CH; CAF

Figura 10. Formulas estruturais do PRC e da CAF.

Os métodos mais comuns para a determinacio dessas substancias em
comprimidos ou capsulas sao baseados em técnicas cromatograficas, tais como
CLAE [5,77,78), cromatografia de camada delgada de alta eficiéncia (HPTLC,
High-Performance Thin-Layer Chromatography) [79] e cromatografia eletrocinética
micelar (MEKC, Micellar ElectroKinetic Chromatography) [80]. Nos dltimos anos, o
uso de métodos quimiométricos e técnicas espectroscopicas passou a representar
uma nova alternativa para a analise dessas substancias. A calibracgo multivariada
com PLS foi empregada na determinagéo simultdnea de AAS, PRC e CAF em
combinagdo com um sistema de inje¢do em fluxo interrompido com deteccao por
infravermelho com transformada de Fourier [81] e também em um sistema de fluxo

51



Capitulo 4 Determinacio Espectrofotométrica Simuitinea de AAS, Paracetamol e Cafeina

com retengio em fase sdlida (resina C18 quimicamente ligada) e detecgdo por UV
[82]. No entanto, os métodos mais simples usados para essa determinagio foram
baseados na medida de solugdes aquosas em um espectrofotdémetro de arranjo de
diodos e no tratamento dos dados com PLS [8,83].

Nesta aplicacdo [84], foi feita a modelagem quimiométrica de um sistema de
trés farmacos. Em relagdo a aplicagao apresentada no Capitulo 3, passou-se do
estudo de um sistema binario para o estudo de um sistema ternario. O objetivo é
determinar simultaneamente AAS, PRC e CAF em comprimidos, a partir de
espectrofotometria no UV e um reduzido nimero de solugbes, preparadas de
acordo com um planejamento experimental. O experimento foi repetido em varios
valores de pH. Modelos PLS obtidos em cada pH foram comparados com um
modeio N-PLS construido com todos os dados.

4.2. Parte Experimental

4.2.1. Reagentes e solugdes

Os seguintes reagentes foram empregados, todos de grau analitico: AAS,
dihidrogenofosfato de potassio, acido cloridrico, cloreto de potassio, etanol (todos
da Merck), acido fosforico (Sigma), CAF (Ecibra), hidroxido de potassio e PRC
(ambos da Synth).

A unidade de concentracdo escolhida para ser usada nesta aplicagao foi ug
mL’, seguindo a tendéncia da maior parte da literatura cientifica sobre
determinagbes analiticas de farmacos. Na aplicagdo anterior (Capitulo 3), ao
contrario, foi usada a unidade mol L. Trés solugdes estoque de concentragio
3000 ug mL™? foram preparadas: PRC e CAF em agua e AAS em etanol/agua
20:80, viv (0 AAS é pouco solivel em agua). A partir destas, cinco solugdes
intermediarias foram preparadas por diluigdo em agua, nas faixas de concentragio
de 300 a 450 ug mL" para o AAS e o PRC e na faixa de 60 a 180 pg mL™ para a
CAF. Trés solugdées tampao 0,1 mol L' de valores de pH 3,0, 40 e 50,
respectivamente, foram preparadas a partir de H;PO4 e KH,PQ, e tiveram o seu

52



Capitulo 4 Determinaciio Espectrofotométrica Simultinea de AAS. Paracetamol e Cafeina

valor ajustado com H3PO,4 ou KOH. Uma solugao idnica 0,1 mol L™ de pH 2,0 foi
preparada a partir de HCI e KCI (o KCI foi usado para ajuste de forga idnica). A
faixa de pH estudada foi escolhida de acordo com as aplicagdes de calibragio
multivariada de primeira ordem encontradas na literatura para a determinagio
desses farmacos (pH entre 1,0 e 5,5) [8,82,83]. As consideragdes a respeito da
capacidade tamponante das solugdes na faixa de pH entre 4,0 e 5,5, feitas no
capitulo anterior (sec&o 3.2.1), sdo vélidas também para esta aplicagdo. Todas as
solugbes foram preparadas usando agua deionizada (Milli-Q).

4.2.2. Instrumentacéo e tratamento dos dados

Um espectrofotdmetro UVivisivel de arranjo de diodos Agilent HP8453 foi
usado para a aquisicdo dos dados, juntamente com o Agilent UV-Visible
ChemStation Software. As medidas de pH foram regisiradas em um pHmetro
Corning, modelo 350. Os dados foram tratados no programa MATLAB™, versido
6.1 (The MathWorks, Natick, EUA), usando os pacotes The N-way Toolbox for
MATLAB, versao 2.00 [37], para as analises com o N-PLS, e PLS Toolbox, versio
2.0 (Eigenvector Technologies, Manson, EUA), para as analises com o PLS. Um
banho ultra-sénico (Unique) foi utilizado na dissolugéio das amostras.

4.2.3. Planejamento experimental e aquisi¢cdo dos espectros

As solugdes do conjunto de calibragao foram preparadas de acordo com um
planejamento experimental 2° + 1 (3 fatores e 2 niveis mais um ponto central,
Tabela 6), nas faixas de 10 a 15 uyg mL™ para AASe PRCede 2 a6 ug mL™ para
CAF. As misturas sintéticas usadas como conjunto de validagdo foram preparadas
de acordo com um planejamento 2° similar ao anterior (sem o ponto central). Para
este conjunto de validagao, os niveis superiores foram 13,5 ng mL™ para AAS e
PRC e 5,0 ng mL™ para CAF e os niveis inferiores foram 11,5 pg mL™ para AAS e
PRC e 3,0 ug mL" para CAF. Dezessete solugdes de trabalho (conjuntos de
calibragdo e validagédo) foram preparadas diretamente na cubeta (1,00 ¢cm de
caminho otico), pela adi¢do de 100 uL de cada solugdo intermediaria e 2,70 mL de

solugao tamp&@o ou iénica, em cada respectivo valor de pH. O volume total de
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solugdo (3,00 mL) foi escolhido de acordo com a capacidade da cubeta. Apesar da
solucdo estoque de AAS ter sido preparada em etanolfagua 20:80 (v/iv), ela foi
diluida entre 200 e 300 vezes para a obtengdo das solugbes de trabalho. Portanto,
o conteudo final de etanol nas solugdes medidas foi menor ou igual a 0,1 % e a
aproximacao de que os valores de pH eram os mesmos que em agua pura foi
adotada. Solucdes preparadas da mesma maneira que as solugdes de trabalho,
mas nao contendo nenhum dos analitos, foram usadas como branco para cada
conjunto de pH. Os espectros foram coletados na faixa de 210 a 300 nm (passo 1
nm). Espectros de solugdes puras de AAS, PRC e CAF também foram obtidos em
cada pH.

Tabela 6. Planejamento experimental 2% + 1 para o conjunto de calibragdo usado
na determinagao simultanea de AAS, PRC e CAF’

Solugigo/ 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Analito

AAS + + + - - - 4+ - ~
PRC + + -+ -+ - -~

CAF T

"Nivel (+): AAS 15.0 ug mL™", PRC 15.0 ug mL™", CAF 6.0 ug mL"".
Nivel (-): AAS 10.0 ug mL", PRC 10.0 ug mL™", CAF 2.0 pg mL™".
Nivel (~): AAS 12.5 uyg mL™", PRC 12.5 pg mL™", CAF 4.0 pg mL™".

4.2.4. Determinacdo das amostras comerciais e teste de recuperacio
Amostras de duas formulagdes farmacéuticas comerciais foram analisadas,

a primeira disponivel no mercado nacional e a segunda no mercado notte-

americano. Essas amostras apresentam a seguinte composigdo por comprimido,

especificada pelos fabricantes:
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— Amostra 1: 200m g de AAS, 150 mg de PRC e 50 mg de CAF.

~ Amostra 2: ingredientes ativos: 250m g de AAS, 250 mg de PRC e 65 mg
de CAF; ingredientes inativos: 4cido benzéico, cera de carnatba,
hidroxipropilcelulose, hidroxipropiimetilcelulose, celulose microcristalina,
Oleo mineral, polisorbato 20, polividona, propileno glicol, emulsdo de
simeticona, monolaurato de sorbitol e 4cido estearico: pode também conter:
corante azul FD&C n® 1 e diéxido de titanio.

Seis comprimidos de cada formulagéo foram pesados individualmente para
se obter valores médios representativos. Os comprimidos foram finamente
triturados em um almofariz e depois misturados. Massas correspondentes ao valor
meédio de um comprimido de cada formulacdo foram pesadas e dissolvidas em
500mL de etanoifagua (20:80, v/v), com o auxilio de um banho ultra-sénico (15
minutos). Aliquotas de 100 ul de cada solugdo de amostra foram misturadas
diretamente na cubeta com 200 uL de agua e 2,70 mL de solugdo tampao ou
ibnica, em cada respectivo valor de pH. Os espectros destas solugbes foram
obtidos da mesma maneira descrita na segdo anterior. Um teste de recuperacao
foi também realizado, consistindo na adicao de aliquotas de 100 puL de solugdo
padrdo 30 pg mL"' de cada analito a cada solugcdo de amostra. Todas as
determinagdes foram feitas em triplicata.

4.3. Resultados e Discussio

4.3.1. Espectros de absorcdo no UV de AAS, PRC e CAF

A Figura 11 mostra os espectros de absorgio no UV para solucdes aquosas
de AAS, CAF e PRC em pH 2 ([AAS] = [PRC] = 15,0 ug mL™" e [CAF] = 6,0 ng
mL"). Como pode ser observado, existe uma forte sobreposicdo entre eles,
impedindo o uso de calibracdo univariada em uma determinacio direta
simultanea. Os dados foram coletados entre pH 2 e 5. Os espectros de PRC e
CAF praticamente nao variaram com o pH, o que ja era esperado, pois essas
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espécies nao sofrem ionizagdo nessas condigdes (0 pK,s estimado para o PRC é
aproximadamente 9,5 [85], enquanto a CAF nao sofre ionizacdo em pH maior que
1). Em contraste, os espectros de AAS mostraram um comportamento ja descrito
na aplicacao anterior (Figura 6, secao 3.3.1). Amax €m 229 nm a pH 2 e
deslocamento para valores de A menores em valores de pH maiores. A mudanga
espectral & causada pela ionizacao do AAS, cujo pK, é aproximadamente 3,5
(segdo 3.3.1). Apesar desta mudanga, os espectros das trés espécies continuam
sobrepostos em pH 5, embora em menor grau.

0.5 |

c.4L

Absorbancia

Q.3

023

0.1

D 1 1 1 ] 1 1
210 220 230 290 250 z60 270 280 290 200

comprimento de onda (nm)

Figura 11. Espectros de absorg¢do no UV de AAS, PRC e CAF obtidos em pH 2,0.
[AAS] = [PRC] = 15,0 ug mL™" e JCAF]=6,0ug mL™.
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4.3.2. Calibragdo multivariada usando PLS e N-PLS

Para o sucesso de uma calibracdo multivariada & necessario um
planejamento experimental adequado. Nesta aplicagao, um conjunto de calibragio
foi construido com apenas nove solugbes, de acordo com a Tabela 6. Outras oito
solugdes foram usadas como conjunto de validagio, de acordo com um segundo
planejamento (se¢do 4.2.3), cuja faixa de concentragdo esta contida no primeiro
planejamento. Poderia-se argumentar que este planejamento de calibragio de
dois niveis (mais um ponto central) & inadequado, pois normaimente quatro ou
cinco niveis de concentragéo seriam necessérios para cada analito [4]. Entretanto,
essa escolha depende fortemente da natureza do sistema a ser calibrado. Este
planejamente reduzido certamente seria insuficiente para matrizes mais
complexas, tais como amostras de solo analisadas no infravermelho. Mas, ele
pode ser considerado adequado para matrizes mais simples, tais como as usadas
nesta aplicagéo (solugdes aquosas sintéticas), 0 que pode ser demonstrado pelos
bons resultados obtidos aqui e em outras aplicagdes encontradas na literatura
[8,81,83].

Um modelo PLS foi elaborado para cada conjunto de pH (matrizes 9 x91) e
um arranjo de dados tridimensional (9 solu¢des x 91 comprimentos de onda x 4
valores de pH) foi construido combinando todos os conjuntos e usado para
elaborar 0 modelo N-PLS. A seguir, sdo discutidos os resultados para a previsao
das amostras sintéticas do conjunto de validagdo. Modelos PLS1 e PLS2
produziram resultados bastante semelhantes e, por isso, somente os resultados
para o PLS2 sdo apresentados. A Tabela 7 mostra os valores de RMSEP obtidos
para cada um dos modelos elaborados, todos usando trés variaveis latentes. O
modelo PLS obtido em pH 5 foi considerado o melhor enfre os modelos bilineares,
com o menor vaior de RMSEP para o AAS, mas apenas 0 segundc menor para a
CAF e o terceiro para o PRC. Também foi observado que, com o aumento do pH,
abaixou o RMSEP do AAS, o que pode ser atribuido a diminuigao do grau de
sobreposicdo entre os espectros do PRC e do AAS (Figuras 6 e 11). Este
resultado aparentemente estd em oposigdo ao da aplicagdo anterior (secdo 3.3.2),
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onde a melhor previsdo para o AAS foi obtida em pH 2. No entanto, & preciso
considerar que os sistemas analisados nas duas aplicagbes sao diferentes.

Por outro lado, o modelo N-PLS foi considerado o melhor modelo para a
determinacdo simultdnea dos trés farmacos, o que pode ser atribuido a
incorporagdo de maior quantidade de informacéo (todos os conjuntos de pH). As
previsdes do N-PLS para o AAS e para a CAF foram as melhores (RMSEP 18%
menor para o AAS e 35% menor para a CAF, em relagdo ao modelo PLS/pHS).
Entretanto, o N-PLS apresentou previsdes para o PRC inferiores as do modelo
PLS/pH2 (RMSEP 14% maior), o qual por sua vez apresentou erros muito altos na
previsdo de AAS e CAF.

Tabela 7. Valores de RMSEP entre as concentragdes reais e as previstas para

oito misturas sintéticas (conjunto de validagao), para cada modelo construido

Anaiito  PLSIpH2 PLS/pH3 PLS/pH4 PLSIpH5S N-PLS
(gmt") (ugmL") (ugml") (ugmL") (ugmL™)

AAS 0,728 0,337 0,306 0,184 0,152
PRC 0,480 0,573 0,816 0.619 0,548
CAF 0,433 0,377 0,276 0,329 0,213

Os resultados das previsdes individuais das amostras sintéticas do conjunto
de validagdo usando o modelo N-PLS2 sdo apresentados na Tabela 8. Os
resultados mais exatos foram obtidos nas previsdes do AAS, cujos erros foram de
2.6 %, no maximo. As previsdes para o PRC no nivel mais aito (13,5 pg mL™)
apresentaram erros entre 5 e 6 %. Os erros mais altos, de até 10 %, foram
observados para a previsao da CAF no nivel mais baixo (3,0 ug mL™"), o que pode

indicar um possivel limite inferior do método.
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Tabela 8. Determinacao simultanea de AAS, PRC e CAF em oito misturas
sintéticas diferentes (conjunto de validagio) usando N-PLS2

Quantidade Quantidade prevista Erro
adicionada (ng mi'") (%)
(ng mi")

AAS PRC CAF AAS PRC CAF AAS PRC CAF

135 13,5 5,0 13,7 143 50 1,5 3,9 0,0
1356 135 3.0 1356 143 27 0,0 58 -10,0
135 11,5 5,0 13,3 114 51 15 09 20
11,5 13,5 50 118 142 50 2,6 5.2 0.0
115 M5 50 114 113 50 09 17 0,0
115 135 3.0 11,4 143 28 -0,9 29 6,7
13,6 11,5 3,0 136 115 27 07 0,0 -10,0

115 115 3,0 114 114 27 -09 09 -10,0

4.3.3. Determinacdo das amostras comerciais e teste de recuperagao
Duas diferentes formulagdes farmacéuticas disponiveis comercialmente
foram analisadas usando os dois melhores modelos, N-PLS e PLS/pHS5. Os
resultados sdo mostrados na Tabela 9 e foram semelhantes para ambos o0s
modelos. Todas as previsbes estdao proximas aos valores especificados pelos
fabricantes. A maior diferenca entre os valores especificados e os previstos foi de
8 % para a determinagdo de CAF na amostra 1, usando o modelo N-PLS. Os
desvios padrdo obtidos para as determinagdes em friplicata com o modelo
PLS/pH5 foram maiores, o dobro na maioria dos casos, do que os obtidos com o
N-PLS, indicando uma maior precisdo deste dltimo modelo. As previsbes das
amostras comerciais usandc os demais modelos PLS bilineares (pH 2, 3 e 4)
forneceram resultados (ndo mostrados) que foram considerados insatisfatérios
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(diferenga maior que 10 % entre os valores previstos e os especificados pelo
fabricante) para pelo menos um dos trés analitos.

Um teste de recuperagao foi também realizado, consistindo na adicao de
uma quantidade conhecida de cada um dos analitos a cada uma das amostras. A
Tabela 10 mostra a percentagem de recuperagio para cada adigdo. Como pode
ser visto, essa recuperagao variou entre 95 e 105 % para a CAF e entre 98 e 101
% para o PRC e ¢ AAS, corroborando a eficiéncia do método proposto.

Tabela 9. Determinacgéo simultanea de AAS, PRC e CAF em duas amostras
comerciais usando N-PLS2 e PLS2/pH5

Amostra Especificagédo Quantidade prevista Quantidade prevista
(mg/comprimido) com N-PLS com PLS/pH5
(mg/comprimido)’ (mg/comprimido)’

AAS PRC CAF AAS PRC CAF AAS PRC CAF
#1 200 150 50 2001 15241 5411 2052 1511 5212
#2 250 250 65 243+1 25742 68+1 24212 25543 69+2

"Valores médios e desvios padrio de trés determinagdes.

Tabela 10. Valores de recuperagao obtidos para a adigdo padrao de 100 puL de

solugdo 30 ng mL™ de cada analito a cada amostra

Amostra N-PLS2 PLS2/pHS

Recuperagio (%)’

AAS PRC CAF AAS PRC CAF
#1 101+1 99+1 105+2 1011 98+1 9512
#2 99+1 10041 98+2 1011 99+1 95+2

" Valores médios e desvios padrdo de trés determinagdes.
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4.4. Conclusido

A combinagao de calibragio multivariada e espectrofotometria no UV se
mostrou uma alternativa viavel e de relativo baixo custo para a determinacao
simultdnea de AAS, PRC e CAF , sendo capaz de prever com exatidao e precisao
adequadas amostras de formulagbes comerciais. A determinagcdo usando o
modelo N-PLS forneceu resultados mais exatos para um conjunto de amostras
sintéticas e mais precisos para as amostras reais, em relagdo aos modelos PLS.
Apesar dos melhores resultados, o modelo N-PLS apresentou a desvantagem de
necessitar de um procedimento mais trabalhoso e demorado, pois as solugGes
precisaram ser medidas a vérios valores de PH. O uso de um sistema de analise
por injecdo em fluxo com gradiente de PH e detecgédo no UV por arranjo de diodos
seria uma alternativa mais simples e rapida para a determinagio simultianea
destes farmacos usando o N-PLS. Além da maior praticidade, a automacao pode
levar a diminuigio dos erros provenientes do preparo das amostras, ja que menos
solugbes serao preparadas (neste caso, quatro vezes menos, pois as medidas
foram feitas em quatro valores de pH).
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5.1. Introducao

O diclofenaco (DCF), &cido 2-(2’,6™-dicloroanitino)-fenilacético (Figura 12), é
uma droga antiinflamatéria ndo esteroidal, empregada em formulacées
farmacéuticas como sal de sodio ou potdssio [86]. Além do potencial
antiinflamatério, ela possui propriedades analgésicas e antipiréticas, mas pode
apresentar efeitos colaterais, tais como lesdes gastro-intestinais, dores de cabeca,
tonturas, erupgbes na pele, edemas e problemas renais e hepaticos. As vitaminas
do compiexo B podem potencializar os efeitos antinociceptivo e analgésico do
DCF e varias publicagbes relataram a contribuicio delas para a diminuigdo da
dosagem diaria de DCF e o encurtamento do tratamento [87-89]. Embora alguns
trabalhos questionem o efeito das vitaminas B administradas conjuntamente com
DCF [90,91], esses compostos passaram a ser comercializados
concomitantemente nos Gitimos anos, em diversos paises. Essas formulagbes
costumam conter quantidades similares de DCF, tiamina (vitamina By) e piridoxina
(vitamina Bg) e uma quantidade cerca de 50 a 100 vezes menor de
cianocobalamina (vitamina By2). A tiamina (TIA) é empregada em produtos
farmacéuticos como nitrato ou cloridrato [92], enquanto a piridoxina (PIR) é
apenas um dos trés compostos similares que séo conhecidos como vitamina Bg
(os outros dois s&o o piridoxal e a piridoxamina). No entanto, apenas a piridoxina &
usada em formulagdes farmacéuticas [93]. Para se ter uma idéia do quao recente
€ a produgéo de formulagbes que contenham conjuntamente DCF e vitaminas B, a
comercializacdo do uUnico medicamento com tal composicdo disponivel no
mercado brasileiro foi iniciada apenas no ano de 2002 [94].

Muitos métodos foram propostos na literatura para determinagdo de DCF
em formulagdes farmacéuticas, na maioria baseados em técnicas cromatograficas
ou espectrofotométricas e espectrofluorimétricas. Além disso, métodos para
determinar DCF baseados em ressonancia magnética nuclear [95], calorimetria de
varredura diferencial (DSC, Differential Scanning Calorimetry) [96], potenciometria
[97] e eletroforese capilar [88,99] também s&o encontrados na literatura. CLAE
[5,99-101], cromatografia de camada delgada (TLC, Thin-Layer Chromatography)
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[102], cromatografia micelar [98,103] e cromatografia liquida com detecgdo por
espectrometria de massas [104] sao exemplos de técnicas cromatograficas
usadas na determinacdc de DCF, sendo que algumas destas sdo capazes de
determind-lo na presenca de interferentes, tais como impurezas [101,102],
preservativos [101] e outros principios ativas [100,104]. Por outro lado, as técnicas
espectrofotométricas podem apresentar algumas vantagens praticas e
econdmicas sobre as cromatograficas. Porém, a determinagéo direta de DCF
costuma ser impedida pela presenca de substancias que absorvem ou fluorescem
na mesma regido do espectro. Uma alternativa proposta por alguns autores € a
determinagdo indireta de DCF por formagdo de compiexos coloridos [105,106]
que, contudo, apresenta a desvantagem de envolver uma etapa de extragdo com
solvente. Varios autores determinaram DCF diretamente por absor¢ido no UV
[107,108] ou por fluorescéncia {97,109-111], mas estes métodos nao funcionam na
presenca de TIA e PIR, pois os especiros de absorgiao destas espécies sdo
fortemente sobrepostos ao do DCF e o espectro de emissdo da PIR também
sobrepée o do DCF [109,112]. O dnico método encontrado na literatura, que é
capaz de determinar DCF na presencga de TIA e PIR, é baseado em medidas de
absorcao no UV em fase sélida, mas envolve uma etapa de extragdo [113]. Os
mesmos autores deste dltimo trabatho descreveram ainda um sensor de UV em
fluxo, baseado na retencdo em fase sélida, para a determinagcdo de DCF na
presenca de alguns interferentes, tais como alcool benzitico e paracetamol {114].
O objetivo desta aplicacao [115] foi propor um método simples, rapido e
direto, que envolvesse o minimo possivel de manipulagdo da amostra, visando a
determinacdo de DCF na presencga de vitaminas do complexo B. Para isso foi
usada a estratégia, mencionada na intredugdo desta tese (Capitulo 1), de
incorporar os possiveis interferentes ao modelo. Solugdes de misturas ternarias de
DCF, TIA e PIR foram preparadas de acordo com um planejamento experimental e
medidas por espectrofotometria no UV em varios valores de pH. Modelos PLS
foram propostos para a determinacdo de DCF em comprimidos e capsulas. A
estimativa de figuras de mérito € um importante requisito para a futura aceitagao

deste tipo de método espectrofotométrico-quimiométrico pelas agéncias
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reguladoras, e portanto, algumas delas foram estimadas para o methor modelo
PLS. Os resultados das andlises de amostras comerciais foram ainda verificados
por uma técnica analitica independente, a CLAE.

Os experimentos foram conduzidos em uma faixa de pH entre 3 e 6. Esta
faixa foi escolhida por abranger as dissociacdes das trés espécies envoividas. As
representacGes dessas dissociagdes sao mostradas na Figura 12. Na molécula de
DCF ocorre a ionizagao do grupo carboxilico. Ja na molécuia de TIA, ocorre a
desprotonagdo do grupo 4'-amino [116], enquantc na molécula de PIR a
desprotonagao do atomo de nitrogénio da origem a um novo equilibrio entre duas
espécies, a forma neutra e forma dipolar i6nica ou ion “hermafrodita” (zwitterion),
com predominio desta dltima (cerca de 98 % em pH 6,86) {117,118].
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Figura 12. Representacao das reages de dissociacdo do DCF, da TIA e da PIR.
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5.2. Figuras de Mérito

Os métodos analiticos baseados em calibragdc multivariada séo
relativamente recentes e a sua aceitagdo pelas agéncias e organismos
reguladores das diversas areas ainda é restrita. Na area farmacéutica, é possivel
afirmar que ainda existe um longo caminho a ser percorrido até a cerificagado
desses métodos e um requisito essencial para isto € a validagao dos mesmos
[119]. Essa validagdo consiste em atestar a eficiéncia do método para a func¢éo a
que ele se destina e pode ser acessada pela determinagao de pardmetros que sao
conhecidos como figuras de mérito. Tais figuras, como sensibilidade, seletividade
e precisdao, podem ser estimadas e usadas na comparagido entre métodos
analiticos [120].

Na estimativa de figuras de mérito em calibragdo multivariada, a parte do
sinal que se relaciona unicamente ao analito de interesse é mais importante que o
sinal total. Esse sinal Unico é denominado sinal anatlitico liquido ou NAS (Net
Analyte Signal). O NAS é definido como a parte do sinal analitico que é ortogonal
ao sinal dos interferentes presentes na amostra {121}, de acordo com a seguinte

equacao,
NAS = (I - R.R,)rq (14)

na qual | € uma matriz identidade, R, € a matriz dos espectros puros de tocdos os
constituintes da amostra, exceto o n-ésimo analito, r, € o espectro do n-ésimo
analito e o simbolo * indica a pseudo-inversa de uma matriz. O vetor NAS contém
os valores para cada amostra e pode ser relacionado com o vetor dos coeficientes
de regressao, b, em modelos de calibrago inversa, tais como o PLS, através da
seguinte equagao [16],

INAS| =1/ 1b] (15)
onde o simbolo “ { | indica a norma euclideana de um vetor.
Qutras figuras de meérito podem ser calculadas como funcao do NAS (ou do

vetor dos coeficientes de regressio) [16,120]. A sensibilidade (SEN) é a fracdo da
variagao do sinal associada ao acréscimo de uma unidade de concentragio da
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propriedade de interesse. Ela & estimada como o NAS na concentrago unitaria,
de acordo com a Equacédo 16. A seletividade (SEL) é uma medida, variando entre
0 e 1, do grau de sobreposi¢do entre o sinal da espécie de interesse e os
interferentes presentes na amostra e indica quanto do sinal é perdido por essa
sobreposic&o. A SEL ¢ estimada como a razao entre a SEN e o sinal total (x), de
acordo com a equacgio 17.

SEN= |NAS | (16)

SEL = |NAS| 7 I x} (17)

A sensibilidade analitica (y) € uma figura de mérito que normalmente ndo é
abordada em normas ou protocolos de validagio. Entretanto, ela apresenta, de
forma clara, a sensibilidade do método em fungdo da unidade de concentragéo
que é utilizada. Em analogia com a calibrago univariada [122], a v & definida
como a razao entre a SEN e o ruido instrumental (¢), de acordo com a Equacao
18. O vetor £ contém o desvio padrao do sinal analitico em cada comprimento de

onda e pode ser estimado a partir de um certo niimero de medidas do branco.

y=SEN/ | ¢} (18)

O inverso da y (y') é uma estimativa da diferenga de concentragao minima que é
discernivel pelo método analitico na auséncia de erro experimenial, independente
da técnica especifica que foi empregada.

O limite de deteccao (LD) de um procedimento analitico é a menor
quantidade da espécie de interesse que pode ser detectada sob as condicoes
experimentais estabelecidas (com precisdo e exatidao adequadas). Neste

trabalho, o LD foi calculado de acordo com a seguinte equacao.

Lb=3lel,/ INASI, (19)
O uso da Equacgao 19 representa uma estimativa bruta do LD, a qual assume que
o ruido nos dados é homoscedastico, conforme indicado por Faber e co-autores

[123]. Um conjunto de dados homoscedastico deve apresentar variancia espectral

constante dentro de um certo limite, varidncia dos erros de previsdo
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aproximadamente constante ao longo da faixa de trabalho e erros de previsao néo
correlacionados. A estimativa indicada na Equagao 18 é uma garantia contra erros
do tipo |, também conhecidos como falso positivo, os quais ocorrem guando algum
sinal é detectado e na realidade o anaiito ndo esta presente. Entretanto, se for
desejada uma estimativa mais rigorosa do LD, o experimento devera ser ajustado
de acordo com um planejamento especial que garanta tambem contra erros do
tipo |1, também conhecidos como falso negativo (nenhum sinal € detectado quando
na realidade o analito estd presente), implicando num aumento do trabalho
experimental [124]. Levando em conta que o principal interesse desta aplicagéo é
a determinacéo de um analito, DCF, em uma faixa especifica de concentragao em
torno dos valores especificados pelos fabricantes dos medicamentos, foi adotada
a estimativa de LD menos estrita.

A precisdo expressa o0 grau de concordancia entre os resultados de uma
série de medidas feitas para uma mesma amostra homogénea, em condi¢gdes
determinadas. Nesta aplicagdo, a precisao média foi estimada de acordo com a
seguinte equacao:

ii(yu 'r)?i)2
i

precisao media =
n{m -1}

(20)
na qual y; é o valor estimado para cada replicata, ?.[ € a media estimada para

cada amostra, n € o nimero de amostras replicadas e m é o nimero de replicatas

por amostra.
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5.3. Parte Experimental

5.3.1. Reagentes e solugdes

Os seguintes reagentes foram empregados, todos de grau analitico:
metanol (Tedia), dihidrogenofosfato de potassio e hidrocloreto de piridoxina
(ambos da Merck), acido fosforico e hidrocloreto de tiamina (ambos da Sigma),
monohidrogenofosfato de potassio e hidréxido de potassio (ambos da Synth). O
diclofenaco sédico foi comprado em uma farmacia de manipulagdo (Ao
Pharmmaceutico, Campinas), procedente da China e importado pela Galena
(Campinas).

A unidade escolhida para ser usada nesta aplicagdo foi umol L', ao
contrario da aplicagéo anterior, na qual foi usada ug mL™? (Capitulo 4). O motivo
para a escolha foi o fato de a TIA estar presente em duas formas diferentes nas
formulagdes comerciais a serem determinadas, a saber, mononitrato e
hidrocloreto.

Trés solugdes estoque foram preparadas em baldes de 100 mL: PIR 6000
umol L' em agua, TIA 4000 pmol L' em agua e DCF 4000 pmol L™ em
metanol/agua 50:50, viv (o0 DCF é muito pouco soluvel em agua). Cinco solugdes
intermediarias de cada analito foram preparadas a partir das solugbes estoque,
nas faixas de 200 a 1000 umol L"* para DCF e TIA e de 300 a 1500 pmol L™ para
PIR. As solugbes intermedidrias de DCF também foram preparadas em
metanol/agua 50:50. Todas as solugbes intermediarias foram guardadas na
geladeira (4 °C) em frascos protegidos da luz, pois TIA e PIR sdo foto-
degradaveis. Observou-se que essas solugdes foram estéveis por pelo menos trés
meses. Cinco solugdes tampéo 0,1 mol L™ foram preparadas na faixa de pHde 3
a 6, a partir de H3PO4, KH2PO, efou K:HPO4, e tiveram o seu valor ajustado com
HsPO4 ou KOH. As consideragdes a respeito da capacidade tamponante das
solugbes na faixa de pH entre 4,0 e 5,0, feitas no capitulo 3 (segido 3.2.1), sao

validas também para esta aplicacdo. Todas as solugdes foram preparadas usando
agua deionizada (Milli-Q).
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5.3.2. Instrumentacio e tratamento dos dados

Um espectrofotdmetro UV/visivel de arranjo de diodos Agilent HP8453 foi
usado para a aquisicdo dos dados, juntamente com o Agilent UV-Visible
ChemStation Software. As medidas de pH foram registradas em um pHmetro
Coming, modelo 350. Os dados foram tratados no programa MATLAB™, versao
6.1 (The MathWorks, Natick, EUA), usando os pacotes The N-way Toolbox for
MATLAB, versao 2.00 [37], para as analises com o N-PLS, e PLS Toolbox, versao
2.0 (Eigenvector Technologies, Manson, EUA), para as analises com o PLS. Um

banho ultra-sdnico (Unique) foi utilizado na dissolugdo das amostras.

5.3.3. Planejamento experimental e aquisi¢do dos espectros

As solugdes do conjunto de calibragao foram preparadas de acordo com um
planejamento experimental 2° + 1 (3 fatores e 2 niveis mais um ponto central,
Tabela 11), similar ao da aplicagéao anterior (secao 4.2.3), nas faixas de 10 a 50
umol L para DCF e TIA e de 15 a 75 pmol L™ para PIR. Trés pontos do
planejamento, os dois extremos (+++ e — — -} e o central (~~~), foram
determinados em triplicata, visando a estimativa da precisao média do método. As
misturas sintéticas usadas como conjunto de validacdo foram preparadas de
acordo com um planejamento 2°. Para este conjunto de validagdo, os niveis
superiores foram 40,0 umol L' para DCF e TIA e 60,0 pmo! L para PIR e os
niveis inferiores foram 20,0 pmot L™ para DCF e TIA e 30,0 pmol L™ para PIR.
Vinte e trés solucdes de trabalho (calibragdo, validagdo e triplicatas) foram
preparadas em baldes de 10 mlL, pela adigdo de 500 ulL de cada solugédo
intermediaria, 5,00 mL do respectivo tamp&o e agua até completar o volume. O
procedimento foi repetido para todos os conjuntos de pH. Apesar das solugbes
intermediarias de DCF terem sido preparadas em metanol/agua 50:50 (v/v), elas
foram diluidas 20 vezes para a obtenc¢do das solugdOes de trabalho. Portanto, o
contetido final de metanol nas soiu¢gbes medidas foi de cerca de 2,5 % e a
aproximagio de que os valores de pH eram os mesmos que em agua pura foi
adotada. Solugdes preparadas da mesma maneira que as solugdes de trabalho,
mas nao contendo nenhum dos analitos, foram usadas como branco para cada
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conjunto de pH. Espectros dos brancos em cada pH foram medidos quinze vezes
em sequéncia, visando estimar o ruido instrumental para o caiculo de figuras de
mérito. As amostras foram medidas em cubetas de quartzo de 1,00 cm de
caminho o6tico. Os espectros foram coletados na faixa de 220 a 360 nm (passo 1

nm). Espectros de solugbes puras de DCF, PIR e TIA também foram obtidos em
cada pH.

Tabela 11. Planejamento experimental 2° + 1 para o conjunto de calibragdo usado
na determinagao simultanea de DCF, TIA e PIR’

Solucgo/ 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Analito

DCF + + + - - -+ - o~
TIA -+ -+ - -~
PIR + - + + 4+ - - o o~

"Nivel (+): DCF 50,0 pmol L™, TIA 50,0 pmol L™, PIR 75,0 umoi L.
Nivel (-): DCF 10,0 pmo! L, TIA 10,0 umoi L, PIR 15,0 pmol L.
Nivel (~): DCF 30,0 umol L, TIA 30,0 umol L', PIR 45,0 umol L.

5.3.4. Determinagdo das amostras comerciais

Duas amostras comerciais diferentes foram analisadas, uma na forma de
capsulas e a outra na forma de comprimidos. A amostra 1 (capsulas) foi
encomendada em uma farmacia de manipulagao local e possui composicdo similar
a uma formulag&o comercializada na Espanha [114]. A amostra 2 (comprimidos) é
a (nica formulagao atualmente comercializada no mercado brasileiro que contém

DCF e vitaminas B de forma combinada. Estas amostras apresentam a seguinte
COMpPOSICa0:
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— Amostra 1: 50 mg de DCF soédico, 50 mg de hidrocloreto de TIA, 50 mg de
hidrocloreto de PIR, 1 mg de cianocobalamina e excipiente q. s. p. (lactose).

— Amostra 2; 50 mg de DCF sédico, 50 mg de mononitrato de TIA, 50 mg de
hidrocloreto de PIR, 1 mg de cianocobalamina, talco, estearato de
magnésio, lactose, celulose, carboximetilcelulose sddica, didxido de silicio
coloidal, Eudragit RL 30D, macrogol, diéxido de titdnio, dimeticona,
trietiicitrato, metilparabeno, propilparabeno, polividona, corante vermelho
FD&C n°6.

Dez comprimidos e o0 pd de dez capsulas foram pesados individualmente
para se obter massas médias representativas. Os comprimidos foram finamente
triturados em um almofariz e misturados. O p6 das capsulas também foi
misturado. Massas correspondentes ao valor médio de uma capsula ou de um
comprimido foram dissolvidas em 250 mL de metanol/agua (50:50, v/v). Aliquotas
de 500 puL de cada solugdo de amostra foram adicionadas em baldes de 10 mlL,
juntamente com 5,00 mL do respectivo tampé&o e agua até completar o volume. Os
espectros destas solugbes foram obtidos da mesma maneira descrita na se¢do
anterior. Todas as determinag¢des foram feitas em triplicata.

5.3.5. Analise cromatografica

As andlises por CLAE foram feitas usando um aparelho Shimadzu, o qual
consiste de uma bomba LC 10 AD e um detector no UV SPD 10AV com uma
valvula injetora (Rheodyne) de 5 ulL. O programa Chrom Perfect for Windows,
versao 3.52 (Justice Innovations Inc.) foi usado para aquisi¢do dos dados. A
coluna analitica (150 x 3,9 mm) utilizada foi desenvolvida no Laboratério de
Pesquisas em Cromatografia Liquida, LABCROM, do Instituto de Quimica da
UNICAMP. A fase estacionaria consistiu de silica Rainin (5 um) coberta por uma
camada de poli(metil-octadecilsiloxano) termicamente imobilizada [125]. A fase
movel usada foi metanolfagua 70:30, viv, ajustada a pH 3,8 com acido fosférico. A
vazdo foi de 1,0 mL min™ e a detecgao foi feita em 275 nm. Todas as injegdes
foram repetidas trés vezes e as determinag¢es foram feitas em triplicata.
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5.4. Resultados e Discussio

9.4.1. Espectros de absorgdo no UV de DCF, TIA e PIR

Os valores de pK, encontrados na literatura para estes farmacos séo 4,84
para o DCF [110], 4,35 para a TIA [116] e 5,00 para a PIR [93]. Considerando
esses valores de pK,, decidiu-se conduzir os experimentos na faixa de pH de 3 a
6. A Figura 13a mostra os espectros de absorgio no UV de solugdes aquosas de
DCF, TIA e PIR obtidos em pH 3,0 ({DCF] = [TIA] = 50,0 umol L™ e [PIR] = 75,0
umol L), onde estao presentes apenas as formas 4cidas dessas espécies. A
Figura 13b mostra os espectros de solugdes das mesmas espécies nas mesmas
concentragées em pH 6,0, representando as suas formas basicas. Os espectros
de ambas as formas, acida e basica, do DCF s&o muito semelhantes, mostrando
apenas um pequeno deslocamento de Ama de 274 para 277 nm. Esta similaridade
espectral pode ser atribuida ao fato de a ionizag&o na molécula de DCF ocorrer
em um sitic relativamente distante da parte croméfora, ou seja, dos anéis
aromaticos (Figura 12). Observando-se ainda a Figura 13, nota-se que existe uma
forte sobreposigcdo espectral entre os analitos, tanto em meio acido como em meio
basico. Embora a PIR possa ser determinada univariadamente em pH 6, em 325
nm, o espectro de DCF permanece fortemente sobreposto pelos espectros das
duas outras espécies em qualquer valor de pH, o que impede o uso de calibracao
univariada em uma determinagio direta simultanea.
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Figura 13. Espectros de absorgdo no UV de DCF, TIA e PIR obtidos em (a) pH 3,0
e (b) pH 8,0. [DCF] = [TIA] = 50,0 umo! L e [PIR] = 75,0 pmol L™.
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9.4.2. Calibragdo muitivariada usando PLS

Uma das vantagens do método de determinacao aqui proposto é o uso de
um nimero reduzido de amostras de calibragdo, seguindo um planejamento
experimental simples. As consideragdes feitas no capitulo anterior (secg0 4.3.2) a
respeito da adequacgio do uso deste tipo de planejamento também sao validas
para esta aplicagdo. Foram construidos modelos bilineares PLS em cinco
diferentes valores de pH e o nimero de variaveis latentes escolhido por validagéo
cruzada foi igual a trés em todos os casos. A Tabela 12 mostra os valores de
RMSEP para a previsdo do conjunto de validacdo por cada modelo PLS2. O
melhor modelo para a previsdo do DCF foi obtido em pH 5, embora tenham sido
obtidos melhores resultados para a previsdo de PIR e TIA em pH 4. Como o maior
interesse esta na determinagéo do DCF, o modelo PLS2/pH5 foi escolhido como o
methor para a previsdo das amostras sintéticas. Os resultados obtidos com PLS1
foram praticamente iguais acs do PLS2, apresentando diferenca insignificante (na
terceira casa decimal). Foi também construido um modeio N-PLS englobando os
cinco conjuntos de pH. Entretanto, os resultados para a previséo das trés espécies
foram levemente inferiores aos dos melhores modelos PLS e, por isso, ndo sdo
apresentados aqui.

Tabela 12. Valores de RMSEP entre as concentracdes reais e as previstas para

oito misturas sintéticas (conjunto de validagio), para cada modelo PLS2

Analito pH3.0 pH40 pH4S PpHS5.0 pHE.0
(emol Ly (umot L") (umol L") (umol L) (pmol L)

DCF 3,44 3,05 1,56 0,80 3,08
TIA 0,69 0.24 0,37 0,38 0,98
PIR 1,42 0,35 0,53 0,70 1,37
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As previsGes individuais para as oito misturas sintéticas do conjunto de
validagdo sdo mostradas na Tabela 13, com o objetivo de demonstrar a exatidao
do modelo PLS2/pH5. Todas as previsbes apresentaram erros inferiores a 5 %,
sendo que a grande maioria apresentou erros iguais ou inferiores a 2 %.

Tabela 13. Determinacio simultanea de DCF, TIA e PIR em oito misturas
sintéticas diferentes (conjunto de validagao) usando o modelo PLS2/pH5

Quantidade Quantidade prevista Erro
adicionada (nmo! I'") (%)
(pmol I')

DCF TIA PIR DCF TIA PIR DCF TIA PIR

40,0 40,0 600 400 386 59,8 00 -10 -03
40,0 40,0 30,0 419 403 306 48 0.8 2,0
400 200 600 40,7 202 61,1 1.8 1,0 1,8
20,0 40,0 600 201 395 599 05 -13 -02
200 200 600 206 203 61,2 3,0 1.5 2,0
20,0 400 300 206 40,7 30,7 3,0 1,8 2,3
400 20,0 300 40,0 20,1 304 0,0 0,5 1,3

200 20,0 300 204 202 305 2,0 1.0 1,7
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5.4.3. Estimativa de figuras de mérito

A Tabela 14 mostra as figuras de mérito estimadas para a determinagéo do
DCF com o modelo que foi selecionado como o melhor, PLS2/pH5. A precisao
média foi estimada a partir das previstes de triplicatas de trés pontos da curva de
calibracéo (os dois extremos mais o pontc central). Portanto, n = m = 3 na
Equacado 20 (secao 5.2). Os valores de LD e y estimados sa@o equivalentes a 0,1
ng mL' e 25 mL ug™, respectivamente. A estimativa de y indica que o método
proposto é capaz de distinguir uma diferenca de concentragio de 0,1 pmol L™, na
auséncia de erro experimental. As estimativas de sensibilidade analitica e de

precisao média obtidas atestaram a boa qualidade do modeio.

Tabela 14. Figuras analiticas de mérito para a determinacao de DCF usando o

modelo PLS2/pH 5.
Figuras de mérito Estimativa
SEL 0,15
SEN 0,03
v (L pmol™) 8,0
LD (pmol L) 0,4
precisdo meédia (pmoi L) 0,4
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5.4.4. Determinagdo das amostras comerciais e verificagdo por CLAE

Primeiramente, o modelo PLS2/pH5 foi aplicado na determinagao
simultanea de DCF, TIA e PIR em duas formulacdes farmacéuticas diferentes.
Estas formulagdes contém as mesmas quantidades de substancias ativas, mas
excipientes com diferentes composicdes. O excipiente da amostra 1 (capsulas)
contém apenas uma substancia, a lactose, enquanto ¢ excipiente da amostra 2
(comprimidos) possui uma composicdo bem mais complexa, contendo guinze
substancias.

As previsodes de TIA e PIR para a amostra 1 foram 53,1 £ 0,3 mg e 51,9 +
1,5 mg (estimativas da média e do desvio padrdo de trés determinagdes),
respectivamente. Estes resultados estao em acordo com os vaiores especificados
pelo fabricante (50 mg para ambas), levando-se em conta o limite de tolerancia de
+ 10% estabelecido pela Farmacopéia americana [5] para este tipo de farmaco.

Por outro lado, sé foi possivel obter bons resultados na amostra 2 para a
determinagdo de DCF (diferenga menor que 5%), pois as previsdes de TIA e PIR
apresentaram uma diferenga superior a 10% em relacdo as quantidades
especificadas. Estes resultados podem ser explicados pela complexidade do
excipiente da amostra 2, que contém espécies que absorvem na mesma regiao
dos analitos, tais como os preservantes metil e propilparabeno. Ambos os
parabenos mostram uma banda larga, muito intensa e centrada proxima a 260 nm
(espectros obtidos experimentalmente, Figura 14). Como essas espécies nio
estavam presentes no conjunto de calibragao e, portanto ndo foram modeladas, as
suas interferéncias devem ter causado os erros de previsdo. Qutro possivel
interferente seria a cianocobalamina (vitamina Biy), ausente do conjunto de
calibragao, mas presente nas formulagdes em uma quantidade 50 vezes menor do
que os outros farmacos. No entanto, a nio observac¢éo de sua banda de absorgao
caracteristica em 360 nm [126] permite considerar esta possivel interferéncia
insignificante.
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Absorbincia

B 1 L 1 1 1 1
220 240 250 2830 300 320 340 380

comprimente de onda (nmj

Figura 14. Espectros de absor¢do no UV do metil e do propil parabenos, obtidos
experimentaimente. [m-parabeno] = [p-parabeno] = 10 ug mL™.

Uma alternativa para a determinagdc simultanea dos trés analitos na
amostra 2 seria a realizagdo de um estudo sistematico visando identificar todas as
espécies presentes no seu excipiente que possam interferir na determinacao das
vitaminas B. Em seguida, os interferentes identificados seriam incorporados em
um modelo PLS em quantidades préximas as presentes na formulagao, de acordo
com um novo planejamento experimental.

Contudo, apesar dos problemas observados na determinagéo das vitaminas
B, resultados exatos e precisos foram obtidos experimentalmente para a
determinagdo de DCF e verificados por uma técnica analitica independente, a
CLAE. Quando se constréi um modelo de calibracéo de primeira ordem tat como o
PLS, toda espécie espectralmente ativa que possa estar presente na amostra a
ser determinada deve ser incluida no modelo. Métodos de calibragao de primeira
ordem podem detectar a presenga de um interferente nao modelado, mas nesses
casos o sucesso da determinacdo raramente €& possivel. Uma hipotese para
explicar o sucesso da determinacdo de DCF na amostra 2 poderia estar
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relacionada com a combinacao da distribuigdo dos coeficientes de regressao para
o DCF no modelo PLS2/pH5 (Figura 15) com o perfil espectral dos parabenos, os
quais sao os principais interferentes. Como pode ser observado na Figura 15, os
coeficientes de regressdo para o DCF apresentam um comportamento
aproximadamente linear na regidao entre 245 e 280 nm, invertendo os seus sinais
(de negativo para positivo) em 262 nm, préximo ao centro das bandas simétricas
de ambos os parabenos (Figura 14). E possivel que a multiplicagcdo de um lado
das bandas simétricas dos interferentes pelos coeficientes de regressao negativos
foi cancelada pela multiplicagdo da outra parte das bandas pelos coeficientes
simetricamente positivos.

A Tabela 15 mostra os resultados das determinagoes de DCF nas duas
amostras comerciais com o modelo PLS2/pHS5, juntamente com os resultados da
analise cromatografica usada na verificagdo do método. Deve-se notar que foi
usado o termo “verificagdo”, ao inves de “validagao”, pois foi empregada uma
coluna cromatografica experimental [125] e, portanto, a metodologia adotada ndo
é certificada. Assim como as determinacdes espectrofotométricas, as
determinagdes por CLAE também foram feitas em triplicata, mas usando amostras
preparadas de forma independente. Um teste t com quatro graus de liberdade foi
realizado para mostrar que os resultados das duas metodologias nao diferiram
significativamente num nivel de 95% de confianga (t=0,273 para a amostra 1 e
t=0,559 para a amostra 2, ambos bem abaixo do valor limite de 2,776).
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Figura 15. Coeficientes de regresséo para a previsdo de DCF com o modelo
PLS2/pH5.

Tabela 15. Determinacio de DCF em duas formulagbes farmacéuticas, ambas
contendo vitaminas B, pelo método proposto (espectrofotométrico/quimiométrico)
e por CLAE

Amostra Especificado (mg) Método proposto (mg)’ CLAE (mg)’

#1 50 478 +0,7 472+35

#2 50 522+19 51,0£1,0

" Valores médios e desvios padrac de trés determinagbes.
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5.5. Conclusao

O método espectrofotométrico proposto foi capaz de determinar DCF na
presenca de interferentes fortemente sobrepostos, tais como vitaminas B e outras
substancias presentes no excipiente. Foram cobtidos resultados precisos e exatos,
baseados na estimativa de figuras de mérito e na verificagdo por outra técnica
analitica, a CLAE. Desta forma, o método proposto pode ser sugerido como uma
possivel alternativa para o controle de qualidade deste farmaco neste tipo de
formulagao.

Este método é ainda capaz de determinar simultaneamente DCF, TIA e PIR
em formulagbes que contenham excipientes simples, tais como a amostra 1. Em
uma formulagdo especifica mais complexa, cujo excipiente contdm outras
espécies espectrofotometricamente ativas, a amostra 2, o método ainda assim foi
capaz de determinar DCF com exatidéo e precisio. Este pode ser considerado um
caso raro, em que foi possivel determinar um analito na presenca de interferentes

ndo modelados usando um método de calibragao de primeira ordem, tal como o
PLS.
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6.1. Introdugao

A espectrofluorimetria [127] € uma técnica analitica consagrada, que
permite a realiza¢do de determinacdes com grandes sensibilidade e seletividade,
embora a sua aplicagao seja limitada a espécies que apresentem o fenémeno da
fiuorescéncia molecular (ou que possam ser convertidas a moléculas
fluorescentes). A sensibilidade e o limite de deteccdo de uma determinagao
fluorimétrica podem ser melhorados pelo aumento da intensidade da fonte, até o
limite dado pela intensidade méxima em que ocorre a fotodecomposicio da
amostra. Esta & uma importante diferenca em relagdo as técnicas de
espectroscopia de absorcdo molecular, nas quais o aumento da intensidade da
fonte ndo causa mudancga na intensidade da absorgdo. A espectrofiuorimetria se
diferencia também pela relagdo direta entre concentracdo do fiuoréforo e
intensidade do sinal medido, ao contrario da espectroscopia de absorgdo, na qual
a concentragao € fungdo do logaritmo da transmitancia.

A espectrofiuorimetria tem sido muito usada como ferramenta quantitativa
em diversas areas, fais como quimica, medicina, meio ambiente e ciéncia de
alimentos. Entretanto, a analise de misturas multicomponentes que apresentam
especies com sinais sobrepostos & bastante limitada quando as medidas sao
feitas em um dnico comprimento de onda de emissdo ou de excitagio. A aplica¢cao
de espectrofluorimetria em analises clinicas é dificultada pela complexidade de
matrizes, fais como sangue e urina, que apresentam uma grande variedade
natural de compostos fluorescentes, os quais freqiientemente possuem espectros
que se sobrepdem ao sinal da espécie de interesse. Esta situagao exige o uso de
tediosos processos de separagdo para que a determinagdo dessa espécie seja
possivel.

Quando a fluorescéncia de uma amostra € medida em diversos
comprimentos de onda de emissdo para diversos comprimentos de onda de
excitagdo, obtém-se uma superficie ou matriz de excitagdo-emissdo (EEM,
Excitation-Emission Matrix). Quando um conjunto de amostras ¢ medido nessas

mesmas condigées, obtém-se um arranjo de dados multidimensional (um tensor
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de terceira ordemy), o qual deve apresentar comportamento trilinear, a despeito da
presenga de ruido, espalhamentos (Rayleigh e Raman) e outros fenémenos, tais
como difragdo de segunda ordem. Este comportamento torna os métodos
quimiométricos de segunda ordem, tais como PARAFAC e N-PLS, bastante
adequados para o tratamento de dados espectrofluorimétricos, pois o modelo
matematico assumido por eles € condizente com o modelo fisico que gera os
dados. Recordando a base estrutural do modelo PARAFAC, na Equagéo 7 (se¢do
2.2.3), Xy :iai,,bjfa::kf +€;, Xj representara a intensidade de fluorescéncia
f=1

medida para a i-ésima amostra nos comprimentos de onda de excitagio j e de
emiss&o k; ay sera a concentragéo do f-ésimo fluoréforo na amostra i; by sera o
coeficiente de absorgdo molar do f-ésimo fluoréforo no comprimento de onda de
excitacdo j; cg sera o coeficiente de emissao relativa do f-ésimo fluoréforo no
comprimento de onda de emiss@o k; e ey devera representar os residuos,
contendo a variagdo ndo capturada pelo modelo. Pelo fato de gerar facilmente
dados de estrutura trilinear, a espectrofluorimetria €, provavelmente, o objeto do
maior nimero de aplicagdes do PARAFAC encontradas na literatura, tanto em
calibragao quanto na resolugio de espectros. Dentre essas aplica¢bes, podem ser
citadas: a determinagio de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e pesticidas
[128-131}, a estimativa do contelido de dioxinas em dleo de peixe [132], o estudo
de parametros de qualidade e do processo de producgdo de agucar [133,134], a
resolugdo dos espectros das diferentes formas do farmaco anti-inflamatério
piroxicam [135] e dos produtos de degradacdo da clorofila [136]. Um artigo de
revisao recente discute uma série de aspectos praticos sobre este tipo de analise,
dentre eles, a escolha do numero correto de fatores, o uso de valores ausentes
(missing values) na corre¢ao da trilinearidade das regiées espectrais onde ocorre
espalhamento e a detecgdo de amostras andmalas (outliers) {137].

Nos Ultimos anos, a combinagdo de PARAFAC e espectrofiuorimetria abriu
a possibilidade de determinacbes diretas de farmacos em amostras biolégicas
complexas, sem a necessidade de uma etapa de extragdo de proteinas, comum
nas analises tradicionais. As proteinas presentes no sangue costumam interagir
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com os farmacos, exercendo um forte efeito supressor (quenching) sobre o sinal
de fluorescéncia. A partir do ano 2002, surgiram os primeiros artigos na literatura,
relatando o uso da combinagdo PARAFAC/espectrofluorimetria na determinacgéo
de farmacos, tais como, acido salicilico e naproxen [12,13], piroxicam [14],
antibidticos fluoroquinolonas [15], doxorrubicina {43] e carbamazepina [138], em
matrizes tais como, plasma, soro ou urina. Em particular, a determinagéo direta de
um farmaco sem a necessidade de uma etapa de diluigao da matriz foi possivel
em apenas uma dessas aplicagbes [43].

O acido salicilico (AS) [139] € o produto da hidrélise e ¢ principal metabdlito
do AAS. No sangue humano (pH = 7.4), ele se apresenta em sua forma
desprotonada, o ion salicilato (Figura 16). Além disso, o AS também é usado em
pomadas por seu efeito analgésico e anti-séptico. O interesse na determinacao de
AS em plasma humano esta ligado a casos de ingesto de grande quantidade de
aspirina, normalmente por criangas, e a intoxicagdes pelo uso de pomadas [140].
A meia vida biolégica do AS, entre 3 e 19 horas, é bastante superior 4 meia vida
do AAS, entre 15 e 20 minutos. Voluntarios saudaveis, que ingeriram uma dose de
500 mg de AAS apresentaram uma concentragdo maxima de 30 pg mL' nas
primeiras 3 a 4 horas [141]. A determinacdo de AS em amostras biolégicas tem
sido feita por volumetria (método de Trinder) [57], por CLAE [59,142,143], por
eletroforese capilar [144] e usando um biossensor amperométrico [145]. A maioria
desses métodos exige etapas de extragdo e precipitagido de proteinas. QOutras
determinagfes foram baseadas em espectros de fluorescéncia obtidos em um
comprimento de onda de excitagdo fixo e métodos quimiométricos de primeira
ordem (PLS) [11,146]. Porém, estas determinagdes também exigiram etapas de
extragéo com solvente.

O objetivo desta aplicagao [147] foi determinar diretamente salicilato em
plasma humano, usando um método que simplifique aoc maximo a manipulagio
das amostras. Essa determinacdo em plasma puro, na presenga de interferentes e
de um forte efeito de matriz, foi possibilitada pela utilizacdo de uma nova
estratégia, a qual incluiu, além do PARAFAC, o uso do método da adicéo padrao.
Mais do que esta determinacéo especifica, o objetivo principal desta aplicagao foi
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demonstrar o potencial do uso desta combinagio de quimiometria e dados
trilineares de fluorescéncia molecuiar em analises de matrizes de interesse clinico.

OH

Figura 16. Formula estrutural do ion salicilato.

6.2. Método da Adigao Padrao e Vantagem de Segunda Ordem

O método da adigdo padrdc é bastante conhecido entre os quimicos
analiticos e sua descri¢do pode ser encontrada na maioria dos livros didaticos de
andlise quantitativa e instrumental [148,149]. Ele é aplicado a dados univariados
(ordem zero) como um meio de superar o efeito de matriz que afeta a maneira
pelo qual o instrumento responde ao analito. Este método requer duas condigoes
para o sucesso da calibragao:

(1) O instrumento deve responder linearmente ao aumento da concentracic
do analito.

(2) Quando a concentragdo do analito for zero, a resposta instrumental
também deve ser igual a zero.

A estimativa da concentracdo do analito na amostra é obtida através de um
grafico da resposta instrumental (ordenada) em fungio da quantidade de padrio
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adicionada (abscissa), usando o valor da intersecgdo da reta ajustada acs dados
com o eixo das abscissas.

Em 1879, Saxberg e Kowalski propuseram uma extensiio do método da
adigao padrao para dados multivariados (primeira ordem), batizada de método da
adicdo padrao generalizada (GSAM, Generalized Standard Addition Method) [150].
O GSAM requer que tanto o analito quanto os interferentes sejam adicionados a
amostra sequencialmente. Isto relaxa a restrigdo de que o método analitico seja
inteiramente seletivo para o analito de interesse. Entretanto, resultados adequados
nao serdo obtidos, se houver alguma fonte de sinal instrumental nio calibrada.
Portanto, na auséncia de todas as espécies incluidas no modelo de calibracao, a
resposta instrumental devera ser zero em todos os canais.

Em 1895, Booksh e co-autores propuseram outra extensiao do método da
adigao padrao, desta vez, para dados multidimensionais (segunda ordem), a qual
foi chamada de método da adigio padrao de segunda ordem (SOSAM, Second-
Order Standard Addition Method) [151]. Eles trataram dados de segunda ordem
cinetico-espectroscépicos com o objetivo de determinar tricloroetileno e usaram o
DTD (decomposicao trilinear direta) [31] como método de decomposigio. O
SOSAM pode ser resumido em trés etapas:

(1) O DTD ¢ aplicado na decomposigdo de um arranjo de dados de terceira
ordem, formado pelo agrupamento dos dados de segunda ordem da
amostra e de cada adigdo sucessiva. O niamero de fatores usado na
decomposicdo devera corresponder ao numero de analitos mais o de
interferentes.

(2) A matriz de pesos (loadings) da dimens&o correspondente a composicdo da
amostra devera conter em suas colunas a informagdo relativa as
concentragbes do analito e dos interferentes. A identificagéo de qual coluna
corresponde ao analito de interesse pode ser feita pela comparag¢do dos
pesos da dimensdo dos espectros {ou de outro tipo de sinal) com o
espectro do analito puro.
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(3) Os valores da coluna identificada, correspondentes as concentragdes do
analito na amostra e apds as adigOes sucessivas, serao usados em uma

regressdo, da mesma maneira que em uma adi¢do padrao univariada.

Um dos principais aspectos a serem ressaltados no SOSAM ¢ a utilizagdo
da “vantagem de segunda ordem’, definida como a habilidade de realizar uma
determinacdo na presenc¢a de interferentes desconhecidos ou néo incluidos no
modelo de calibragdo [16,17,152]. Para que a vantagem de segunda ordem
ocorra, duas condigoes devem ser satisfeitas:

(1) Os dados devem ser, no minimo, trilineares ou aproximadamente trilineares.

(2) © método usado deve ser de segunda ordem e decompor as amostras a

serem previstas simultaneamente com as amostras de calibragao.

O uso de um método de segunda ordem é condi¢do necessaria, mas nao
suficiente, para que haja vantagem de segunda ordem. O N-PLS, por exempio, é
um método de segunda ordem, mas nao propicia vantagem de segunda ordem,
pois realiza primeiro a decomposicdo do conjunto de calibragdo para depois
projetar as amostras a serem previstas. Dentre os metodos que permitem o uso da
vantagem de segunda ordem, estdo o PARAFAC, o DTD e o0 GRAM [30], os quais
satisfazem a segunda condi¢do mencionada acima.

Todavia, 0 nimero de artigos encontrados na literatura, que fazem uso do
SOSAM, é escasso. Herrero e co-autores usaram-no em dados espectro-
eletroanaliticos (espectros de UVivisivel obtidos em diferentes potenciais de um
voltamograma ciclico} [153]. Wu e co-autores [154] usaram uma variagdo do
SOSAM, na qual a decomposicdo dos dados é feita por um novo algoritmo,
chamado decomposi¢do ftrilinear altermada (ATLD, Altemating TriLinear
Decomposition) e desenvolvido pelos préprios autores [155]. Eles determinaram
organo-clorados aromaticos por uma técnica hifenada, CLAE-DAD. Mais
recentemente, Comas e co-autores combinaram o método da adi¢cio padrao com
o GRAM na determinagdo de sulfonatos aromaticos em agua [156] e
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos em sedimentos marinhos [157], ambos por
CLAE-DAD. Como o GRAM possui a limitagado de que uma das dimensdes dos
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dados seja igual a dois (se¢ao 2.3), estas duas Ultimas aplicagdes foram limitadas
a apenas uma adi¢ao em cada amostra.

Na presente aplicagdo, o método empregado na decomposicio dos dados
foi 0 PARAFAC, ao invés do DTD, originalmente proposto no SOSAM. Na
comparagao entre os dois métodos, 0 PARAFAC apresenta a vantagem de ser
mais robusto & presenga de ruido nos dados, 0 que muitas vezes impede a
aplicagéo do DTD a dados reais (se¢ao 2.3). Além de combinar o PARAFAC e o
método da adigdo padrao, outra originalidade desta aplicagao foi 0 emprego desta
estratégia na andlise de matrizes de excitagho-emissdo, obtidas por
espectrofluorimetria.

6.3. Parte Experimental

6.3.1. Reagentes e amostras de plasma humano

Foi preparada uma solugéo de salicilato de sédio (Merck) 300 pg mL" em
agua deionizada (Mili-Q) e, a partir desta, duas solucbes diluidas nas
concentragdes de 120 e 75 ng mL™".

Amostras de plasma de dez voluntarios saudaveis foram obtidas junto ao
Centro de Hematologia e Hemoterapia (Hemocentro) da Unicamp e estocadas a
temperatura de — 8 °C. As amostras foram obtidas na forma de plasma fresco
congelado, contidas em bolsas plasticas. E importante ressaltar os cuidados com
a manipulagao dessas amostras, a fim de evitar qualquer risco de contaminagio.
Elas foram retiradas das bolsas com o auxilio de seringas de plastico descartaveis
e toda a manipulagao foi conduzida com o uso de luvas cirtrgicas. Todo o material
contaminado com plasma {seringas, luvas, bolsas de plastico, etc.) foi descartado
em uma caixa coletora apropriada (coletor de materiais perfurocortantes,
Descarpack). Todas as amostras e solugbes que continham plasma foram
descartadas em frascos plasticos, que, por sua vez, foram embalados em sacos
de polietileno especiais para ‘residuos sélidos de servicos de satde”

(Descarpack). Todo o material de descarte foi encaminhado para incinerago junto
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ao Hemocentro. Toda vidraria, depois de utilizada, foi deixada de molho em agua
sanitaria por pelo menos 6 horas.

6.3.2. Instrumentacgac e tratamento dos dados

Os espectros foram obtidos em um espectrofluorimetro Perkin Eimer LS 55,
com o auxilio do programa FL Winlab, e usando uma cubeta de quartzo
apropriada, de 10,00 mm de caminho 6tico. Os dados foram importados utilizando
uma rotina desenvolvida individualmente e tratados no programa MATLAB™,
versdo 6.1 (The MathWorks, Natick, EUA), usando o pacote The N-way Toolbox
for MATLAB, versao 2.00 [37].

6.3.3. Procedimentos

Todas as amostras foram obtidas pela contaminagio artificial do plasma
com salicilato. Inicialmente, foi realizada uma andlise, visando a determinacéo de
salicilato através de uma curva de calibragéo. Trinta amostras foram preparadas
em balbes de 10 mL, na faixa de 1,5 a 30,0 pg mL™, pela adigio de quantidades
especificas de solugdo de salicilato 300 ou 75 pg mL'. Os baldes foram
completados com plasma de individuos diferentes. Como nao foi possivel obter
bons resultados com a curva de calibragdo, optou-se por outra estratégia, baseada
no método da adigéo padrao.

Para esta nova andlise, dez amostras foram preparadas da mesma forma
que na andlise preliminar, na faixa de 1,5 a 24,0 pg mL™". O plasma de um
individuo diferente foi usado para cada nivel de concentragio. Para cada medida,
2,5 mL de amostra foram adicionados a cubeta. Em seguida, foram feitas e
medidas quatro adigbes sucessivas de 50 uL de uma solugio 120 pg mL™ de
salicifato. Apés cada adigdo, as amostras eram homogeneizadas com o auxilio de
uma micro barra magnética. Todas estas analises foram feitas em triplicata.

Todas as superficies espectrais foram obtidas na faixa de excitacao de 280
a 340 nm (passo 5 nm) e na faixa de emissdo de 360 a 580 nm (passo 0,5 nm). As
larguras das fendas de emissao e de excita¢ao foram ambas mantidas em 4,0 nm
e a velocidade de varredura foi de 1200 nm min™.
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6.4. Resultados e Discusséao

6.4.1. Estudos preliminares: Resolugdo dos espectros e tentativa de
determinar AS em plasma através de uma curva de calibragéo

Superficies de excitagdo-emissdo, obtidas para uma amostra de plasma
puro e para esta mesma amostra contaminada artificialmente com 9,0 ug mL™" de
AS, sdo mostradas na Figura 17. A diferenga mais notavel entre essas duas
superficies espectrais € o aparecimento de uma banda de forte intensidade com
maximo de excitacdo/emissdo em aproximadamente 320/400 nm, devido a
fluorescéncia do AS.

A idéia inicial desta aplicagdo era determinar AS através de uma curva de
calibrag&o preparada com amostras de plasmas de individuos diferentes, seguindo
a estratégia original adotada por Trevisan e Poppi na determinagdo de
doxorrubicina em plasma humano (43]. Esta estratégia simplificou bastante a
manipulagdo da amostra, eliminando a necessidade de diluigdo do plasma. Em um
estudo preliminar, foram preparadas trinta solugdes de AS em plasma (dezoito
para calibragéo e doze para validagdo), na faixa de 1,5 a 30 ug mL™, e obtidas as
suas superficies de fluorescéncia. Um modelo PARAFAC foi construido, sob
restricdo de ndo negatividade nas dimensées espectrais, a partir de um arranjo de
dados tridimensional formado por 442 comprimentos de onda de emisséao, 13
comprimentos de onda de excitagdo e 30 amostras. A decomposi¢do desses
dados produziu um modelo que, com trés fatores, explicou 99,2% da varidncia
total. A consisténcia trilinear desse modelo pdde ser avaliada por um parametro,
CORCONDIA (segéo 2.3.2) [44], que apresentou um valor de 95.3 %, indicando a
boa adequagdo do modelo. Os fatores modelados foram associados a0 AS e a

dois possiveis interferentes presentes no plasma (background).
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Figura 17. Superficies de excitagdo-emissdo de: (a) uma amostra de plasma puro
e (b) uma amostra do mesmo plasma dopada com 9,0 ug mL™" de AS.

96



Capitulo 6 Determinagdo de Salicilato em Plasma Humano por Espectrofluorimetria

Os pesos obtidos no modelo PARAFAC, relativos as dimensdes espectrais
de excitagao e de emissao, sdo mostrados na Figura 18. O fator atribuido ac AS
apresentou maximos de excitagdo e de emissao entre 315 e 320 nm e 400 e 405
nm, respectivamente. Este fator foi comparado com espectros de AS obtidos em
solucéo aguosa tamponada com fosfato em pH 7,4 (Figura 19), reproduzindo o pH
aproximado do sangue humano. Os espectros de AS obtidos em piasma diferiram
um pouco dos espectros em agua: no plasma, ocorre um deslocamento para o
azul do maximo de emissdo, que em agua aparece em 410 nm, assim como um
pequeno desdobramento dessa banda, com o aparecimento de um “ombro” em
425 nm; o espectro de excitagdo também sofre um pequenc deslocamento no
plasma, pois em agua o maximo da banda esta entre 300 e 310 nm; além disso, a
emissao do AS em plasma sofre um efeito de supressao (quenching) significativo,
provocado pelas proteinas. Todas essas mudancas espectrais foram consideradas
conseqiéncias da forte interagdo do AS com as proteinas do plasma [139].

A tentativa de identificagio dos interferentes modetados foi feita com base
no artigo de Wolfbeis e Leiner, que mapearam a fluorescéncia total do soro
humano nas regides do UV e do visivel [158]. O espectro do interferente 1,
presente em comprimentos de onda de emissdo mais curtos, foi atribuido ao
triptofano (méximo de excitagdo/emissdo em 278/348 nm). A caracterizagdo do
interferente 2, presente em comprimentos de onda de emissao mais longos, é
mais dificil de ser feita e entre as possibilidades sugeridas estiao a nicotinamida
adenina dinucleotideo (NADH) e seu fosfato, livre ou ligado a enzimas, e a
riboflavina (vitamina B;) livre ou na forma de suas coenzimas, tais como a flavina
mononucleotideo (FMN) e a flavina adenina dinucleotideo (FAD). Os autores deste
artigo ressaltaram que o perfil de fluorescéncia do soro humano na regido do UV,
onde fluoresce o triptofano, ndo costuma estar sujeito a grandes variacoes no
caso de individuos saudaveis. Por outro lado, a regido do UV préximo e do visivel,
onde fluoresce o interferente 2, costuma sofrer grandes variagdes dependendo da
amostra, o que vem a dificultar a atribuicdo das espécies.
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Figura 18. Espectros de fluorescéncia deconvoluidos, obtidos atraves dos pesos
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Figura 19. Espectros de fluorescéncia de uma solugéo 10,0 ug mL™" de AS em
tampao fosfato (pH = 7,4). (a) Espectro de excitagéo obtido na emissido em 410
nm. (b) Espectro de emissao obtido pela excitagdo em 300 nm.

Os pesos do modelo PARAFAC relativos a dimensio das amostras
poderiam ser usados para calibragéo, através de uma regressao linear (secao
2.3.2). Contudo, os pesos obtidos para este modelo ndo apresentaram um
comportamento linear em funcdo da concentragdo de AS, impossibifitando a
construcao de uma curva de calibragdo. Adicionalmente, verificou-se que
replicatas de mesma concentragdo de AS em diferentes plasmas mostravam uma
diferenca de até 30% nos valores de seus pesos, enquanto amostras de mesma
concentracao no mesmo plasma mostravam diferencas insignificantes. A
conclus&o € de que nao é possivel construir um modelo para calibragdo de AS em
diferentes plasmas, pois o efeito da supressaoc do seu sinal varia de acordo com a
composicao do plasma de cada individuo. Em outras palavras, um forte efeito de
matriz foi observado. Como, obviamente, nao é viavel construir uma curva de
calibracao especifica para cada individuo, optou-se por uma outra estratégia.
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6.4.2. Determinacdo de AS em plasma usando o método da adicéo
padrdo

A opcao escothida para a determinagdo de AS em plasma foi o uso do
método da adi¢io padrao, indicado para situagdes como esta, em que o efeito de
matriz inviabiliza a construgdo de uma curva de calibragdo robusta. Um dos
aspectos a ser destacado nesta metodologia é o fato de que a curva de adigéo
padrao foi construida usando os pesos de um modelo PARAFAC, ao invés do
sinal instrumental puro. Esses pesos equivaleram ao sinal “filtrado”, livre do sinal
dos interferentes.

As determinagdes foram feitas em uma situagéo de volume total variavel em
funcio da adigdo do padrdo. Nesta situagdo a resposta instrumental pode ser
dada peta seguinte equagao [159]:

Ve, NV,C
R:k X X S 5
[v,mvs +v,(+ij @1

onde R & a resposta instrumental (ou, no caso desta aplicagéo, os pesos de um
modelo PARAFAC), Vy e C, s80 o volume e a concentragao iniciais da amostra, Cs
é a concentracdo da solugdo padrao, Vs € o volume e de cada adi¢ao de padrao,
N é o namero de adi¢des e k € uma constante de proporcionalidade. A Equagao
21 pode ser rescrita na seguinte forma:

(Vy + NV)R = KV,Cy + NKVCs (22)

Se o lado esquerdo inteiro da Equagao 22 for graficado em fungdo de N, sera
obtida uma reta com coeficiente angular, p = kV;C;, e coeficiente linear, o = kV,Cx.
Desta forma, a concentracdo da amostra sera determinada através da seguinte
equacao:

aV,C,

C,=
OBV,

(23)
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Para esta analise, a faixa inicial de comprimento de onda de excitagédo (280-
340 nm) foi restrita enfre 295 e 325 nm, ao redor da banda do AS. A regido
eliminada ndo alterou significativamente os modelos. Os modelos PARAFAC
foram construidos a partir de arranjos de dados tridimensionais formados por 442
comprimentos de onda de emissdo, 7 comprimentos de onda de excitagdo e 5
medidas (a amostra original mais quatro adigbes). A Figura 20 representa a
montagem desses arranjos de dados.

Foi construido um modelo especifico para cada triplicata de cada amostra,
totalizando trinta modelos. Em todos os casos, eles foram construidos com trés
fatores, sem restricGes, e explicaram mais do que 99,90% da variancia total dos
dados. Observou-se que modelos sem restricdes produziram resultados com erros
menores em relag&o aos que foram construidos com restrigao de nio negatividade
nas duas dimensbes espectrais. Além disso, os modelos sem restricdo
convergiram bem mais rapido que os restritos (cerca de 10 a 20 segundos contra
alguns minutos). Os valores de CORCONDIA obtidos estiveram entre 25 e 80%,
indicando, em varios casos, deficiéncia de trilinearidade. Modelos com dois fatores
apresentaram quase 100% de trilinearidade, mas forneceram erros de previsdo
muito superiores aos modelos com trés fatores. Aiém disso, eles apresentaram
variancia residual sistematica e significativa, indicando que existia mais um fator a
ser extraido. Em todos os casos, os pesos que foram obtidos em relacdo aos
espectros de emisséo e excitacdo apresentaram boa similaridade com os pesos
mostrados na Figura 18. Os resultados das determinagdes das dez amostras
(estimativas da média e do desvio padrao das triplicatas) sdo mostrados na Tabela
16, juntamente com os erros em relagdo aos valores esperados. Na grande
maioria dos casos, as retas de adicdo padrdo apresentaram coeficientes de
correlagdo (r) superiores a 0,990; em alguns poucos casos, esse valor esteve
entre 0,970 e 0,990. Uma reta de adigdo padrio tipica € mostrada na Figura 21,
para uma das triplicatas da amostra 9,0 pg mL" em AS.
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Figura 20. Representacao da montagem dos arranjos de dados tratados nesta
aplicagao. Superficie de excitagdo-emissao para a amostra de plasma 3,0 pg mL”™
em AS.
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Tabela 16. Determinagdo de AS em plasma usando PARAFAC e adig¢ao padrao

Quantidade adicionada Quantidade prevista Erro de previsdo

(ng mL™) (ng mL™)’ (%)
1,5 1,82 £ 0,16 21,3
3,0 3,19+0,28 6,3
4,5 465+0,33 3,3
6,0 6,27 £ 0,26 4,5
7.5 7,76 £ 0,37 3,5
9,0 894+0,24 -0,7
12,0 12,49 £ 0,48 4,1
15,0 15,66 + 0,53 4,4
21,0 20,73+ 0,42 1,3
24,0 24 37 + (0,46 1,5

" Valores médios e desvios padréo de trés determinagdes.

pny
T

(W% + NYs)R
o
[=1]

Figura 21. Reta de adicéo padrao para a amostra de plasma 9,0 ug mL" em AS.
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A amostra no nivel inferior de concentragdo, 1,5 ng mL™ , apresentou os
piores resultados, com um erro de previsao em torno de 20%. Este resuitado pode
indicar um possivel limite de quantificagdo do método, levando em conta que
nessa concentragao, o sinal do AS encontra-se completamente encoberto pelo
sinal da fluorescéncia natural (background) do plasma. As previsdes das demais
amostras apresentaram erros de, no maximo, 6,3 %, sendo que a grande maioria
apresentou erros inferiores a 5 %. Um detalhe interessante a ser notado é que
quase todas as previsdes apresentaram erros positivos, sendo que parece haver
uma tendéncia de diminuigao dos erros com o aumento da concentracéo de AS.
Estas observagdes indicam a presenga de algum erro sistematico nessas
determinagbes. Uma hip6tese para explicar este erro é a presenga no plasma de
alguma interferéncia de intensidade de fluorescéncia pequena, a qual nao foi
modelada pelo PARAFAC. A observagcédo de uma pequena variancia sistematica
residual corroborou esta explicagdo. Além disso, a medida que a concentracdo de
AS aumentou, o erro diminuiu porque a interferéncia se tornou menos significativa.
No entanto, essa possivel interferéncia nao pdde ser extraida, pois modelos
PARAFAC com quatro fatores ndo convergiram ou produziram solugdes
degeneradas.
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6.5. Conclusdo

Esta aplicagao representou um exemplo interessante de uso da vantagem
de segunda ordem. Os resultados mostraram ser possivel a determinagao direta
de AS em plasma pela combinagio de espectrofluorimetria, PARAFAC e adigao
padrao. Foram obtidos bons resultados para a faixa de concentragao de 3 a 24 pug
mL". As vantagens potenciais dessa determinagdo, menor custo e maior rapidez,
podem ser ainda mais evidenciadas considerando-se a possibilidade de
automacao do método proposto. A escala da andlise pode ser diminuida, assim
como 0s erros causados peia manipulagdo, € 0 ganho de tempo pode ser
enormemente aumentado. A contribuicdo deste trabalho foi, mais do que a
determinacao especifica de salicilato em plasma, a proposi¢cdo de uma nova
alternativa para a determinagio de substancias fluorescentes em matrizes
complexas. Além da possivel aplicagéo em analises clinicas, esta alternativa pode

ser usada em outros tipos de matrizes, tais como leite, alimentos, plantas, efc.
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Esta tese veio contribuir na divulgagio de novas perspectivas para a
determinacéo de farmacos, abertas pelo desenvolvimento da quimiometria. Eia
mostrou que metodologias baseadas na separagao do sinal, ao invés da
separacao das espécies, sdo possiveis e possuem potencial para se tornarem
alternativas simples, rapidas e de menor custo. As quatro aplicagbes apresentadas
aqui mostraram apenas um pouco do potencial desses métodos nas areas de
analises clinicas e de controle de qualidade de farmacos em formulages
farmacéuticas.

Embora os métodos quimiométricos de primeira ordem, como o PLS, ja
estejam razoavelmente popularizados entre a comunidade de quimica analitica, os
métodos de ordem superior ainda sao relativamente pouco conhecidos e muito do
seu potencial ainda estd por ser explorado. A continua automacado e
miniaturizagdo dos processos abrem também novas perspectivas, como, por
exemplo, a obtengao de dados multidimensionais de absorgédo no UV pela analise
em fluxo com gradiente de pH e detecgio por arranjo de diodos. Outros sistemas
de deteccio, como sensores de fluorescéncia, e outras situacdes, como a
obtencdo de dados em fungdo do tempo, permitem imaginar aplicagdes que
envolvam quatro, cinco ou até mais dimensdes dos dados, uma area ainda pouco
estudada. Além disso, métodos que procurem se adequar a situagbes de desvio
na trilinearidade (ou multilinearidade) dos dados, tais como 0 PARAFAC2 [17,160]
e 0 PARALIND (PARAIlel profiles with LiNear Dependence) ou analise de fatores
paralelos com dependéncia linear [161] (originalmente denominado PARATUCK?2
[17]) ja foram propostos e sdo uma alternativa para situagdes em que métodos
como o PARAFAC nao funcionem bem, como no caso de dados com deficiéncia
de posto (rank deficiency) [17). A deficiéncia ou sobreposicdo de posto nos dados
ocorre quando ha dependéncia linear entre os componentes, como no caso de
experimentos cinéticos em que a formagéo de alguns produtos e, portanto, a sua
concentracdo, depende da quantidade de seus precursores, ou em experimentos
envolvendo gradiente de pH, nos quais ambas as formas, acida e bésica, estdao
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relacionadas ao mesmo analito. Nestes casos, o posto total dos dados néo sera
igual @ soma dos postos das espécies contribuintes [162].

O uso da vantagem de segunda ordem na calibragdo de sistemas que
contenham interferentes desconhecidos também abre a possibilidade de se
elaborar novas estratégias de andlise. Por exemplo, pode-se imaginar a
determinagdo espectrofiuorimétrica de farmacos em plasma ou soro, a partir de
um conjunto de calibragdo preparado em agua. Para isto, as amostras deveriam
ser diluidas até um ponto em que o efeito da supressdo das proteinas sobre o
sinal do analitc se torne insignificante. O PARAFAC pode ser usado entdo, para
separar o sinal do analito dos sinais dos interferentes presentes na matriz.

Outro aspecto a ser comentado é a necessidade do estabelecimento de
figuras de mérito como requisito para o reconhecimento deste tipo de métodos por
orgédo oficiais, tais como as Farmacopéias. Nesta tese, elas foram calculadas
apenas para a terceira aplicagéo, envolvendo um método de primeira ordem, o
PLS. A determinacgéo de figuras de mérito para métodos de ordem superior [15] &
uma area ainda pouco explorada e que apresenta muitas perspectivas de
desenvolvimento.

Finalmente, apesar de se considerar que ainda existe um longo caminho a
ser percorrido até que os métodos baseados em quimiometria sejam aceitos por
érgaos reguladores das areas clinica e farmacéutica, e levando em conta todo o
rigor necessario para a o controle de qualidade nessas areas, nao se pode deixar
de reconhecer o enorme potencial e os muitos caminhos abertos para as
pesquisas direcionadas a esses problemas.
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