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RESUMO: Desenvolvimento de métodos analiticos para a determinacdo de 4&cido

acetilsalicilico, paracetamol e cafeina em matriz s6lida por espectroscopia de fluorescéncia

Neste trabalho sdo descritos o desenvolvimento dos métodos analiticos para a
determinacdo de acido acetilsalicilico (AAS), paracetamol (PA) e cafeina (CF) em fase solida
por espectroscopia de fluorescéncia. A fluorescéncia nativa do PA no estado solido foi
demonstrada pela primeira vez. Todos os estudos realizados neste trabalho foram
desenvolvidos visando principalmente a aplicagdo no controle de qualidade em industrias
quimicas e farmacéuticas. Os estudos foram direcionados ao desenvolvimento de métodos
analiticos para a determinagdo de AAS e PA, individualmente. Também foram desenvolvidos
métodos para a determinagdo simultanea das misturas (CF e AAS) e (CF e PA) usando como
ferramenta estatistica a calibragdo multivariada para a constru¢ao dos modelos, empregando o
algoritmo de regressdo por minimos quadrados parciais (PLSR-1). Foram otimizadas a
quantidade de amostra colocada no porta amostra e a distdncia desta da fibra Optica para
todos os métodos analiticos desenvolvidos neste trabalho, e as melhores condi¢des foram de
25 mg e 0,9 cm, respectivamente.

Os métodos desenvolvidos para a determinacgao individual de AAS e PA em amostras
solidas apresentaram boa precisdo, exatidao e alta freqiiéncia analitica, podendo chegar a 300
determinagdes por hora. A exatidao foi checada comparando os valores obtidos pelo método
desenvolvido com os procedimentos adotados pela farmacopéia britdnica e os resultados
foram estatisticamente o mesmo a nivel de 95% de confianga. Para a determinagdo
simultanea das misturas, os modelos construidos apresentaram excelente desempenho de
previsdo. Os residuos foram inferiores a 10% para a maior parte das amostras usadas nos
conjuntos de validagdo externa. A qualidade dos modelos foi avaliada através do coeficiente
de variabilidade (CV), o qual variou entre 4 ¢ 7% para todos os modelos. Desta maneira, os
métodos desenvolvidos neste trabalho sdo uma boa alternativa aos métodos tradicionais
descritos na literatura, devido suas caracteristicas favoraveis como elevada freqiiéncia
analitica, possibilidade de monitoramento on line em linha de produgdo e principalmente por

serem ndo destrutivos, ndo gerarem residuos e serem de baixo custo.
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ABSTRACT: Development of analytical methods for the determination of acetylsalicylic

acid, paracetamol and caffeine in solid matrix by fluorescence spectroscopy

In this work are described the development of analytical method for acetylsalicylic
acid (AAS), paracetamol (PA) and caffeine (CF) determinations in solid phase by
fluorescence spectroscopy. The native fluorescence of PA was demonstrated in the solid
state for the first time. All studies performed here were developed seeking mainly the
application in the quality control in chemical and pharmaceutical industries. The studies
were addressed to the development of analytical methods for the AAS and PA
determination, individually. Methods for the simultaneous determination (CF and AAS)
and (CF and PA) using as statistical tool the multivariate calibration for the models
construction, employing the partial least squares regression (PLSR-1) algorithm were also
developed. The amount of sample placed in the sample compartment and the distance
between the fiber optic and sample were optimized for all analytical methods developed
in this work and the better conditions were 25 mg and 0.9 cm, respectively.

The developed methods for single determination of AAS and PA in samples gave
good performance. A high analytical frequency, being able to reach 300 determinations
per hour. The accuracy checked comparing the obtained values by the developed methods
with the procedures adopted by the British Pharmacopoeia and the results were
statistically the same at 95% confidence level. For the simultaneous determination of the
mixtures, the built models presented excellent performance of prediction. The residuals
were lower than 10% for most used samples in the external validation set. The quality of
the models was evaluated through the coefficient of variability (CV), which changed
between 4 and 7% for the models. Looking for innovative methods that generate no
residue, quick, non-destructive, on line monitoration in production line and low cost is a

good option to the traditional methods.
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1. Introducao geral

Nos tultimos anos tém havido uma crescente preocupacao referente a
qualidade dos medicamentos. Além disso, com um mercado cada vez mais exigente
e competitivo, o constante aperfeigoamento com o objetivo de melhorar a
qualidade, reduzir custos de producao e geragao de residuos, tem se tornado uma
pratica indispensavel na industria farmacéutica.

A etapa analitica nos processos industriais tem recebido muita atencao [1].
Na industria farmacéutica ela ¢ essencial para a garantia de um produto de boa
qualidade, e este controle pode ser feito de diferentes maneiras e em diferentes
etapas da producdo. Nos processos mais usuais, as analises devem ser realizadas na
matéria prima, no produto intermediario e principalmente no produto final, o qual
carece de uma andlise mais cuidadosa. Métodos analiticos que permitem o
monitoramento constante durante os processos de producdo, possibilitando a
identificagdo imediata de uma falha no sistema de producdo sdao essenciais.
Entretanto, no monitoramento de todo o processo de produ¢do um grande nimero
de analise sdo envolvidos e deste modo demanda muito tempo de andlise, consumo
de reagentes e conseqiientemente o custo ¢ muito elevado e, além disso,
normalmente sdo geradas grandes quantidades de residuos. Neste contexto, tem
havido um crescente interesse das industrias quimicas e/ou farmacéuticas no
desenvolvimento de métodos analiticos ndo destrutivos envolvendo minima ou
nenhuma manipulacdo da amostra, e que possibilite obter informagdes em tempo
real [2,3].

Este interesse se justifica por que normalmente em industrias
farmacéuticas, as analises quimicas empregadas para avaliar a composi¢cao do
medicamento ¢ uma pratica realizada por amostragem depois do produto acabado,

isto em virtude do elevado tempo despendido de andlise para a maioria dos
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métodos descritos na literatura. E a possibilidade de uma analise em tempo real
poderia abrir novas perspectivas para um processo de produ¢ao de medicamentos
mais seguros.

Neste contexto, o trabalho aqui proposto tem como principal meta
desenvolver métodos analiticos que tenham rapidez, minimo consumo de reagentes,
baixo custo por andlise e que ndo gere residuos. Para atender estes requisitos uma
técnica que possibilita realizar medidas diretamente no solido, sem necessidade de
dissolucdo da amostra, se faz necessaria. A técnica espectrofluorimétrica, apesar de
ainda pouco explorada em analise quantitativa de amostras solidas [4], parece ser
muito adequada para atender os requisitos anteriormente citados. Para isto, alguns
farmacos comercialmente disponiveis no mercado, como acido acetilsalicilico,
paracetamol e cafeina foram escolhidos para avaliar a possibilidade da realizacdo

do controle idealizado.

1.1. AAS, PA e CF: Aspectos gerais

O acido acetilsalicilico, AAS, também chamado acido 2-acetoxi-benzodico
(Figura 1A), foi preparado pela primeira vez em 1853 por Gerhardt [5] fazendo
reagir cloreto de acetila com acido salicilico. Em 1898 foi estudado por Dresser e
langado pela Bayer sob o nome patenteado de aspirina. E um dos compostos
sintéticos de maior éxito em todo o campo da quimica farmacéutica. Ele ¢
empregado como analgésico para dores de pequena intensidade, apresentando a¢ao
sedativa suave e antipirético excelente [6]. Além disso, o efeito anticoagulante da
aspirina tem sido amplamente estudado [7]. Alguns efeitos adversos provocados
pelo AAS, tais como: alteracdo no sistema respiratorio, depressao [8] e de

ansiedade [9], tém sido observados em pacientes que utilizam o medicamento.
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Ainda que a acdo terapéutica seja semelhante a do AAS, o paracetamol
(acetaminofen; N-acetil-4-aminofenol), PA, Figura 1 B, ¢ um firmaco muito usado
em todo o mundo como uma alternativa a aspirina. Ele ¢ normalmente empregado
como analgésico e antipirético e pode ser obtido numa variedade de diferentes
formulagdes [10]. Em doses adequadas ele alivia dores de cabega, dores lombares,
de artrite e pos-operatdria. Ele também ¢ usado para a reducao de febre de origem
bacterial ou viral [11]. Overdoses de PA causam necroses hepaticas, provavelmente
em decorréncia do seu metabolico, N-acetil-p-benzoquinona [12].

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina), CF, Figura 1C ¢ um alcaldide e pertence
ao grupo das metilxantinas. Ela também ¢é chamada de teina e estd presente
naturalmente no café, guarana, erva-mate, chocolate e também ¢ adicionada em
muitas bebidas. No homem, a cafeina pode produzir um estado de excitacao
psiquica que favorece o trabalho intelectual e a aplicagdo mental, afasta o sono e a
sensagdo de fadiga [13] e também é usada como diurético [14]. E empregada para
combater a sonoléncia ou a depressdao provocada por analgésicos e também para
potencializar o efeito de fArmacos semelhantes a aspirina [15]. Excessiva ingestao
de CF pode causar efeitos indesejaveis, assim como tremor, taquicardia e

problemas gastro intestinais [16,17].

|G
COOH e CH3N/IN>
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Acido acetilsalicilico Paracetamol Cafeina
A) (B) ©)

Figura 1. Estruturas moleculares do 4cido acetilsalicilico (A), paracetamol (B) e

cafeina (C).
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1.2. Métodos analiticos empregados em analises de AAS, PA e CF

Muitos métodos analiticos tém sido propostos para determinagdo de AAS,
PA e CF, e diferentes técnicas sao empregadas, como cromatograficas [18-22],
espectrofotométricas [23-35], eletroquimicas [36-44] e espectrofluorimétricas [45-
49]. Geralmente, o AAS ndo ¢ determinado diretamente, e uma etapa prévia de
hidrélise ¢ normalmente necessaria para converter o AAS em salicilato [37,45].
Para a maioria dos procedimentos relatados, um elevado consumo de reagentes e
longo tempo de andlise sdo requeridos. Além disso, a necessidade de preparagao
prévia da amostra antes da determinagao torna o método muito laborioso, e assim,
menos atraente para analises em larga escala. Tanto em industrias quimicas, como
farmacéuticas, um grande numero de analises precisa ser realizado num curto
intervalo de tempo. Por isto, sdo mais recomendados procedimentos simples de
serem executados num curto intervalo de tempo. Deste modo, procedimentos
analiticos que nao requerem o uso de substincias quimicas e/ou etapas de pré-
tratamento sdo uma boa alternativa para os métodos convencionais.

Com esta visao, algumas técnicas como a espectroscopia no infravermelho
proximo (NIR) [50-52,53] e Raman [54] tém sido utilizadas para determinacao do
AAS, PA e CF no estado solido na forma individual € em misturas. A
espectroscopia de fluorescéncia na regiao do UV-VIS, também possibilita realizar
medidas qualitativas e quantitativas diretamente em matrizes soélidas [4].
Entretanto, esta possibilidade ainda tem sido pouco explorada, principalmente em
compostos de interesse farmacoldgico.

Estas técnicas espectroscopicas fundamentam-se na interagao da radiagao
eletromagnética com moléculas para a obtencdo de informagdes qualitativas e
quantitativas. Estas ferramentas analiticas apresentam inumeras vantagens, pois

fornecem resultados rapidos e de modo ndo destrutivo, podendo ser aplicada em
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analises “on-line” e “in-situ” [55]. No entanto, medidas quantitativas mais precisas
sO se tornaram possiveis com o advento da Quimiometria, principalmente para a
técnica NIR e Raman, uma vez que os métodos quimiométricos possibilitam a
analise de misturas complexas (multicomponentes), cujos espectros apresentam-se
sobrepostos. No caso da espectroscopia NIR, fatores como a umidade ambiente
pode influenciar nos espectros de refletdncia, principalmente em amostras em po.
Neste tipo de amostra, a absor¢cdo de agua, pode ser observada através de um
aumento na banda de absor¢ao nas regides de 1425 e 1900 nm [56]. Para a técnica
fluorimétrica a 4gua ndo € um interferente, € também possibilita a determinacdo em
matriz solida ¢ sem o auxilio da quimiometria, além de se destacar pela

sensibilidade, seletividade e uma ampla faixa linear de trabalho [4].
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2. FUNDAMENTOS DA FLUORESCENCIA
MOLECULAR E QUIMIOMETRIA




Tese de Doutorado

2.1. Fluorescéncia Molecular

A fluorescéncia, juntamente com a fosforescéncia e quimiluminescéncia
sao procedimentos conhecidos coletivamente como métodos de luminescéncia
molecular. Entretanto, atualmente o nimero de métodos fluorimétricos ¢
significantemente maior que o numero de aplicacdes de procedimentos de
fosforescéncia e quimiluminescéncia [57].

O fendmeno de luminescéncia baseia-se fundamentalmente, em todo
processo na qual uma molécula em um estado eletronico excitado retorna ao estado
fundamental pela emissdo de fotons. As moléculas podem retornar ao estado
fundamental por processos ndo-radiativos ou radiativos, este ultimo também
conhecido como luminescéncia. A fim de entender os processos de luminescéncia ¢
importante conhecer os estados eletronicos dispostos em um diagrama de nivel de
energia (Figura 2). Este diagrama, também conhecido como diagrama de Jablonski,
representa quatro estados eletronicos distintos (S,, S;, S; € T;) e niveis energéticos
vibracionais associados com cada estado eletronico (denominados 0, 1, 2, etc.)
[58].

As transicOes radiativas ou luminescentes provenientes de um estado
excitado para um estado fundamental também podem ocorrer por fluorescéncia ou
fosforescéncia. Em geral o processo de fluorescéncia ocorre a partir de uma
transi¢do proveniente de um estado singlete excitado para um estado singlete
fundamental, enquanto que a fosforescéncia corresponde a uma transi¢do de um

estado triplete excitado para um estado singlete fundamental.
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Figura 2. Diagrama de Jablonski de niveis de energia mostrando os estados

singlete e triplete de energias mais baixas e as diversas transigdes [58].

Existem vdrias possibilidades de transi¢cdes entre os estados energéticos
eletronicos. Em condigdes normais de temperatura e equilibrio, praticamente todas
as moléculas existem num nivel energético eletronico mais baixo conhecido como
S.. Entretanto, absor¢do de luz visivel ou ultravioleta pode promover as moléculas
para um estado excitado. O lado esquerdo da Figura 2 mostra a transi¢do de
absor¢do a partir do estado singlete fundamental (S,) para o primeiro e segundo
estados singletes excitados (S; e S;). De acordo com as regras de selecdo da
mecanica quantica, as transi¢oes de absor¢do de estado singlete S, para estado

triplete T; ndo sdo permitidas, assim, ndo € possivel observar uma transicdo de
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absor¢do entre estes dois niveis eletronicos. Ainda, de acordo com a Figura 2, ¢
possivel verificar que um elétron pode ser promovido para varios niveis
vibracionais para cada estado eletronico. O excesso de energia das moléculas
presentes no estado excitado pode ser dissipado por processos nao radiativos para
niveis populacionais fundamentais de um dado nivel eletronico. Esta relaxacdo
vibracional tipicamente ocorre na ordem de 10™'' segundos. Outros processos nao
radiativos e mais rapidos (10" segundos), conhecidos como conversdo interna,
ocorrem quando as moléculas no estado excitado S, sdo convertidas para o estado
S;. Ambos os processos de relaxagdo e conversdo interna resultam em niveis
vibracionais de mais baixa energia que o estado excitado S; [59].

As moléculas quando no estado excitado S; dissipam o excesso de energia
por processos radiativos (fluorescéncia) ou nao radiativos (conversdo interna para
estado de mais baixa energia). A intensa energia envolvida no processo de emissao
de S, para S, faz com que a conversdao interna seja em geral praticamente
negligenciavel, devido a energia envolvida neste processo. A energia envolvida no
processo de fluorescéncia ¢ menor ou igual ao processo de absorcao, desta forma a
luz fluorescente tera um comprimento de onda maior ou igual a luz de excitagao.

Algumas moléculas do estado excitado S; podem sofrer transicdo para um
estado triplete excitado por um processo nao radiativo conhecido como cruzamento
intersistema. Os elétrons presentes agora no estado excitado T; podem retornar ao
estado eletronico fundamental por fosforescéncia ou ainda por processos nao
radiativos. Devido esta transigado ser caracterizada como um processo nao permitido
pelas regras de selecdo da mecénica quantica, o tempo de vida se encontra ao redor
10~ a 10 segundos. Em geral o foton emitido pela transicdo de T, para S, possui
menor energia do que a transi¢cdo S; para S, ocasionando maiores comprimentos de

onda de emissao [59].

10




Tese de Doutorado

2.1.1. Rendimento quantico e Rigidez estrutural

O rendimento quantico, ou eficiéncia quantica para fluorescéncia
(simbolizado pela letra ¢) pode ser obtido pela razao entre o nimero de moléculas
que luminescem pelo nimero de moléculas que sdao excitadas. Como € observado
na equacdo 1, os valores de ¢ sdo dependentes das constantes de velocidades
relativas dos processos pelos quais o estado excitado singlete de menor energia ¢
desativado (Figura 2), onde k¢ € a da fluorescéncia, k; do cruzamento intersistema,
ke da conversdo externa, k; da conversdo interna, k,q da pré-dissociagdo e ky da
dissociacdo. Estas duas ultimas constantes sdo dependentes principalmente da
estrutura quimica, enquanto que as restantes sao influenciadas principalmente pelo

ambiente.

_ Ky
ke +k +k . + kg +kpd +ky

¢

(Eq. D

Além desses fatores que podem influenciar no rendimento quantico, sabe-
se empiricamente que a rigidez molecular também pode influenciar em medidas
espectrofluorimétricas. Espécies que possuem tor¢ao angular ou um maior grau de
liberdade emitem menos fluorescéncia. Um exemplo bem caracteristico deste
fenomeno ¢ observado quando se compara a eficiéncia quantica entre as moléculas
do fluoreno e fenil-benzeno; apesar da semelhanca estrutural entre elas (Figura 3),
o rendimento quantico da molécula do fluoreno ¢ aproximadamente cinco vezes
maior que a do fenil-benzeno [58].

Um importante trabalho neste contexto, foi realizado por Nijegorodoy e
Downey [60]. Os autores avaliaram o efeito da rigidez estrutural na fluorescéncia
de 23 moléculas organicas e a partir dos resultados obtidos demonstraram a
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dependéncia do rendimento quantico de acordo com a rigidez estrutural das

moléculas.

C
H,

Fluoreno Fenil-benzeno

Figura 3. Estrutura molecular do fluoreno e fenil-benzeno.

2.2. Quimiometria e calibracao multivariada

A quimiometria foi introduzida em 1972 por Kowalski e Bender [61], para
descrever o campo da quimica enfocado na aplicacdo da matematica e estatistica
para interpretagdo de dados quimicos. Entretanto, o uso de métodos quimiométricos
tanto na quimica, como em outras ciéncias experimentais, alavancou somente apods
o desenvolvimento do computador e de equipamentos capazes de realizar diversas
medidas em uma amostra, simultdnea ou seqiiencialmente, permitindo assim a
aquisicdo e o tratamento multivariado destes dados [62]. Com isto, métodos de
calibracdo multivariada tém sido cada vez mais utilizados em quimica analitica,
principalmente quando os compostos presentes numa mistura necessitam ser
determinados, mas a informag¢do analitica disponivel ndo apresenta seletividade.
Isto ¢, quando em uma mistura ndo ¢ possivel identificar os componentes
individuais a partir da resposta instrumental.

A base da calibragdo multivariada ¢ estabelecer uma relagdao entre duas
matrizes (ou blocos) de dados, quando houver uma dependéncia entre as
propriedades que descrevem cada uma delas. E suas principais vantagens sao:

permitem determinagdes simultdneas, ocasionam diminuicdo de erros devido ao
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maior nimero de varidveis, e possibilitam a andlise mesmo sem boa resolugdo do
sinal ou resposta analitica e permite a analise na presenca de interferentes mesmo
quando o detector ndo ¢ seletivo.

Muitos métodos de calibragdo multivariada tém sido descritos na literatura
[25,26,63], entretanto, os métodos assim chamados: regressao linear multipla
(MLR), regressdao por componentes principais (PCR) e regressdo por minimos
quadrados parciais (PLSR) sdo os mais empregados [64]. Neste trabalho vamos
destacar somente o método de calibracio por PLSR, uma vez que, ja ¢ bem
conhecido na literatura o seu melhor desempenho para dados de espectroscopia,
quando comparado a outros métodos de calibragao [65,66].

A base fundamental do método por PLSR ¢ baseado na decomposicdo de
uma matriz de dados X em “scores” (T) e “loadings” (P), principio da analise de

componentes principais (PCA) (equagdo 2).

X = TP (Eq. 2)

A PCA consiste na manipulacdo de uma matriz de dados com objetivo de
representar as variagdes presentes em muitas variaveis, através de um namero
menor de “fatores”. Assim, um novo sistema de eixos ¢ construido (denominados
rotineiramente de fatores, componentes principais, varidveis latentes ou ainda
autovetores) para representar as amostras, no qual a natureza multivariada dos
dados pode ser visualizada em poucas dimensoes [64]. E desta forma, ¢ possivel
utilizar a analise de componentes principais para simplificar e reduzir a
dimensionalidade dos dados, selecionar variaveis e amostras de interesse ¢ detectar
amostras andmalas [67].

A reducdo da dimensionalidade dos dados e sua simplificagdo sdo as

propriedades mais significativas para os métodos de calibracdo multivariada. Os
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algoritmos mais empregados para esses fins sdo: o NIPALS (“Nonlinear Interactive
Partial Least Squares™) [68] e a decomposi¢ao de valor singular (SVD), do inglés
“Singular Value Decomposition” [67].

Na PLSR, a decomposicao dos dados ¢ feita simultaneamente nas matrizes
X (espectros) chamadas de variaveis dependentes e Y (concentragcdes) chamadas de
variaveis dependentes e ambas sdo representadas pela andlise de componentes
principais (Equacdes 3 e 4) [68]. Tanto a matriz das varidveis independentes X,

como a das variaveis dependentes Y sdo representadas pelos “scores” e “loading’:

X=TP+E;=2t, pp + Ey (Eq. 3)
Y=UQ+E,=>u,q,+Ey (Eq. 4)

nas quais T e U sdo matrizes de “scores”, P ¢ Q sdo matrizes de “loadings” ¢ E, e
E, sdo as matrizes de residuos associados a0 modelamento.
Uma relagdo entre as duas matrizes de dados X e Y pode ser construida,

correlacionando-se os “scores” de cada bloco:

U=bT (Eq. 5)

e assim, o coeficiente de regressao b descreve uma funcdo linear entre os dois

blocos.

2.2.1. Componentes principais

O numero de componentes principais utilizado num modelo ¢ de
fundamental importancia nos resultados a serem obtidos, e deste modo, uma

escolha criteriosa desse valor € necessaria. A utilizacdo de um nimero menor de
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variaveis latentes poderd fornecer resultados nao satisfatorios, uma vez que toda a
informagao disponivel dos dados originais nao estd sendo utilizada, e isto pode
ocasionar sobreajuste do modelo ou “underfitting” como ¢ designado na lingua
inglesa. No entanto, no caso de se usar um numero de componentes principais
superior ao necessario poderd ocasionar problemas de superajuste ou “overfitting”
que seria a inclusdo de ruidos ao modelo [68]. Para evitar que isto acontega, deve-
se selecionar um nuamero adequado de parametros no modelo, como um
compromisso entre os erros calculados na calibragdo (erro padrao de previsao,
SEP) e validagao.

Existem varias maneiras de se determinar o nimero ideal de componentes
principais [69]. No método por validagdo cruzada, as mesmas amostras sao usadas
para modelar e validar o modelo construido. A partir do conjunto de treinamento,
usado para a constru¢ao do modelo de calibracao, sdo retiradas certas amostras. Um
novo modelo ¢ construido com as amostras que sobraram € a seguir, as amostras
que foram retiradas sdao utilizadas para a previsao, sendo calculados os residuos
referentes a esta previsdo. O processo € repetido com outros grupos de amostras,
até que todas elas tenham sido colocadas fora do modelo de calibragcdo. Apos isso,
todos os residuos de previsdo sdo combinados para dar a variancia residual da
validacdo. O processo ¢ repetido para modelos com uma, duas e assim por diante,
componentes principais. Para cada sistema em estudo, o nimero mais adequado de

componentes principais ¢ aquele que produz o menor valor de PRESS [68,70].

2.2.2. Amostras anomalas “Qutliers”

Amostras anomalas, em geral, sdo aquelas consideradas muito diferentes ou
que apresentam erros grosseiros quando comparados com a maioria dos dados.

Entretanto, ¢ muito comum em trabalho experimental se deparar com situagdes em
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que, ao obter ou analisar um conjunto de dados, deparar-se com um ou mais valores
que aparentemente diferem razoavelmente dos outros. Esses valores, muitas vezes,
dependendo da amplitude do seu afastamento, podem levar a conclusdes erroneas.
As suas causas podem ser variadas, como: erros do analista, experimentais,
instrumentais ou a presenca de compostos quimicos de diferentes composigoes.

A forma mais comum de anomalias corresponde aquelas provenientes das
amostras. Uma variavel andmala ¢ proveniente de dados de alguma amostra que
difere do conjunto total de calibragdo por causa de ruidos ou porque esta reflete
alguma propriedade Unica (um fendmeno fisico ou algum tipo particular de nao
linearidade). Os elementos andmalos nos dados das matrizes X (variaveis
independentes) ou Y (variaveis dependentes) podem representar ruidos [71,72].

Durante as ultimas décadas métodos estatisticos tém sido desenvolvidos
com o intuito de identificar amostras andmalas. No entanto, tal procedimento deve
ser encarado com alguma cautela. Algumas vezes, a presenca de amostras
diferentes das demais nao representa uma anomalia. Esta pode conter, ao invés de
erros, informag¢des que nao sdo encontradas nos outros dados e, desta forma, sua
presenca pode contribuir muito para o desenvolvimento do modelo.

Apos a identificacdo de amostras diferentes do conjunto € importante
verificar que tipo de amostra ela representa: uma anomalia ou uma amostra
informativa. Através disso pode-se decidir qual procedimento adotar: elimina-las
ou manté-las no processo. Para esta decisdo ¢ importante entender, quando
possivel, o que significa uma anomalia.

Amostras com alto ou baixo nivel de analitos sdo geralmente amostras
muito diferentes do restante do conjunto, ou seja, apresentam leverage e/ou
residuos elevados. Porém, em casos onde a resposta instrumental ¢ linear, ou
melhor, o modelo de calibragdo ¢ linear, amostras desse tipo sdo mais informativas

do que propriamente anomalias e devem ser mantidas no modelo de calibragdo.
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Outros tipos de anomalias que afetam o modelo de calibracdo devem ser
eliminados. A identificagdo do problema pode estar na medida experimental ou

instrumental, sendo necessario repetir os procedimentos.

2.2.3. Calibrac¢ao multivariada: Aspectos gerais sobre o seu emprego

A calibracdo multivariada consiste em tentar estabelecer uma relagao entre
dois blocos de informagdo, o das medidas instrumentais (neste trabalho os
espectros de fluorescéncia obtidos na regido do ultravioleta e visivel) e o da
propriedade calibrada (concentracdo dos compostos de interesse) [64]. A exemplo
do procedimento classico de calibragao (métodos univariados), o desenvolvimento
de modelos com calibragao multivariada envolve duas etapas: o desenvolvimento
(ou calibragao) e a validagdo (previsao). Assim, na fase de calibragdo um conjunto
de padroes deve ser preparado, a partir dos quais medidas instrumentais sdo
obtidas, relacionadas a propriedade de interesse. Em espectrofluorimetria ¢ obtido
um espectro no qual se tém diferentes intensidades de fluorescéncia para cada

comprimento de onda (Figura 4).
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Figura 4. Espectro caracteristico de fluorescéncia.

Depois de construir o modelo, ¢ necessario valida-lo, avaliando sua
capacidade de realizar determinacdes (capacidade preditiva). Para isso, medidas
instrumentais (espectros), cujo valor de referéncia da propriedade de interesse €
conhecido (concentragdes dos compostos de interesse), devem ter esses valores
determinados com o modelo construido ¢ comparados entre si. Recomenda-se que
o conjunto de validagdo externa seja constituido por amostras cujos espectros nao
tenham sido usados no conjunto de calibragdo. No entanto, quando os elementos
necessarios para construir um conjunto de amostras para a validagdo externa nao
estao disponiveis, pode-se realizar uma validacgdo interna [64]. Neste caso, todos os
padrdes preparados sdo empregados no calculo do modelo e sdo utilizados também
como amostras para o teste do modelo construido.

O parametro empregado para avaliar a capacidade preditiva dos modelos,

através da comparagao entre os valores previstos (concentragoes dos elementos de
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interesse determinadas com o modelo) com os valores de referéncia € o erro padrao

de previsao (SEP), calculado como:

(Eq. 6)

onde C; é a concentragdo conhecida do analito, C. é a concentragdo prevista pelo
modelo construido e N ¢ o nimero de experimentos no conjunto de calibragdo. O
SEP permite estimar o desempenho do modelo e também pode ser usado como uma
estimativa do desvio padrao das previsdes e ¢ obtido nas unidades utilizadas em
determinagdes [62]. Quando mais de uma propriedade esta sendo calibrada, pode-
se calcular o SEP para cada uma delas ou apenas um SEP que indicara a capacidade
global de previsdo do modelo. Isto pode ser representado como o coeficiente de

variabilidade (CV), que ¢ independente da unidade utilizada (equagao 7) [73].

CV =SDqgg @ (Eq.7)
X

onde SDgrgs € o desvio padrdo dos residuos € x ¢ a média das concentragdes
conhecidas do composto de interesse.

Depois de construidos e otimizados, os modelos desenvolvidos podem ser
utilizados para realizar determinagdes a partir dos espectros de amostras com
concentragcdes desconhecidas, obtidas seguindo os mesmos processos empregados
na preparacdo dos padrdes utilizados nas etapas de calibracao. Para isso, ¢
necessario, mais uma vez, reuni-los em uma matriz de espectros e submeté-los a

determinagdo das concentragdes empregando o modelo construido.
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3. OBJETIVOS
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3. OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho consistiu no desenvolvimento de
métodos analiticos visando obter uma andlise rapida, ndo destrutiva e sem gerar
residuos. Para isto serd empregada a espectrofluorimetria, pouco explorada para
esta finalidade, mas que possibilita alcancar essas metas. Alguns compostos como
AAS, PA e CF, comumente empregados em formulacdes farmacéuticas, serao
utilizados para estes estudos.

Como objetivo especifico deste trabalho teve-se o desenvolvimento de
métodos analiticos para a determinagdo individual de AAS ¢ PA em amostras
solidas.

Um segundo enfoque, consistiu no desenvolvimento de métodos analiticos
para a determinagao simultanea das misturas (CF e AAS) e (CF e PA) em amostras
solidas, empregando métodos quimiométricos para o tratamento dos dados. O
processo multivariado corresponde a regressdao de minimos quadrados parciais na

modalidade PLSR-1.
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4. PARTE EXPERIMENTAL
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4. Parte experimental

4.1. Reagentes

Os excipientes utilizados, lactose, amido de milho, talco e estearato de
magnésio, acido estedrico, polivinilpirrolidona foram de grau farmacéutico
(Galena); ja o acido acetilsalicilico (ACROS), paracetamol (Synth) e cafeina
(ACROS) foram de grau analitico. Os excipientes foram utilizados para efetuar as

dilui¢des dos compostos estudados de acordo com as concentracdes desejadas.

4.2. Espectrofluorimetro

O equipamento utilizado para as medidas fluorimétricas foi um
Espectrofluorimetro de Luminescéncia da Perkin Elmer - Inglaterra (modelo LS
55), equipado com uma lampada de excitacdo de xendnio pulsada (20kw, 8us), um
monocromador (Monk-gillieson), uma fotomultiplicadora (Hamamatso), um
fotodiodo de referéncia e um acessorio de fibra dptica com uma superficie planar
de 4 mm de didmetro (Figura 5). Além disso, empregou-se como compartimento
para colocar a amostra pulverizada uma placa em acrilico com 96 pogos, sendo que
cada um deles continha 7 mm de didmetro ¢ 8§ mm de profundidade. Para a
classificacdo do tamanho das particulas foram utilizadas peneiras INOX, marca

Bronzinox com malhas de 38, 53, 106 ¢ 150 um.
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Figura 5. Espectrofluorimetro de luminescéncia Perkin Elmer (A); Fibra optica

(B); porta amostra (C) e Microcomputador (D).

4.3. Procedimento para a determinacio de AAS e PA individuais

As medidas de fluorescéncia foram realizadas diretamente sobre a amostra
pulverizada. Inicialmente, para o AAS, misturas de excipientes contendo lactose,
amido de milho, talco e estearato de magnésio (formulacdo 1) nas proporcdes
70:15:10:5, 80:10:7:3 e 85:8:5:2 m/m foram preparadas. Para o PA, as misturas de
excipientes foram preparadas com lactose, amido de milho, talco,
polivinilpirrolidona e 4cido estearico (formulacio 2) nas proporcdes de 70:14:9:4:3,
75:12:8:3:2 € 80:10:7:2:1 m/m. Esses excipientes foram escolhidos por que eles sdao
usualmente empregados em formulagdes farmacéuticas ¢ as proporcdes entre eles
estdo de acordo com os limites estipulados por um handbook [74,75]. Para a
preparacao dos padrdes, os principios ativos (AAS e PA) foram pesados juntamente

com os excipientes (formulacdes 1 e 2) e pulverizados em um almofariz de dgata
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por 30 segundos, totalizando um tempo de aproximadamente 2 minutos para cada
amostra, incluindo o tempo de pesagem. A curva analitica foi obtida diluindo AAS
na formulagdo 1 para obter concentragdes dentro da faixa de 50 a 170 mg g'. O
mesmo procedimento foi empregado para o PA, entretanto usando a formulagdo 2
para obter concentracdes dentro da faixa de 100 a 400 mg g"'. A quantidade de
amostra colocada no porta amostra e a distancia da fibra Optica até a amostra para
as medidas de AAS e PA foram de 25 mg e 0,9 cm para ambos os métodos,
respectivamente. Os parametros instrumentais otimizados para ambos os métodos
como: voltagem da fotomultiplicadora, aberturas das fendas de excitagdo e emissao
e velocidade de varredura estdo descritos na Tabela 1. Estes parametros foram
otimizados a fim de obter maior sensibilidade. Os maximos de excitagdo ¢ emissao
foram observados a 288 e 318 nm para o AAS e 333 e 382 nm para o PA,
respectivamente. Os espectros foram registrados entre 250 a 310 nm (excitagdo) e
300 a 450 nm (emissao) para o AAS e de 305 a 355 nm (excitagao) e 360 a 475 nm
(emissdo) para o PA. Todas as medidas foram realizadas a temperatura de 25 * 1

°C.

Tabela 1. Condig¢des instrumentais utilizadas para os métodos desenvolvidos.

Método AAS Método PA
Voltagem da fotomultiplicadora (mV) 775 800
Abertura da fenda de excitagao (nm) 10 12
Abertura da fenda de emissao (nm) 10 15
Velocidade de varredura (nm min™) 500 700
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4.4. Procedimento do método oficial (Farmacopéia Britanica) para

determinaciao do PA

Para a realizacdo do experimento, pese e pulverize vinte comprimidos.
Adicione 0,15 g de paracetamol pulverizado em 50 mL de hidréxido de sodio 0,1
mol L', em seguida diluir com 100 mL de agua, agite por 15 minutos e adicione
agua o suficiente para produzir 200 mL. Misture, filtre e dilua 10 mL do filtrado
para 100 mL com 4gua. Adicione 10 mL da solugdo resultante em 10 mL de
hidroxido de sodio 0,1 mol L™, dilua para 100 mL com 4gua e meca a absorbancia
da solugdo resultante no comprimento de onda maximo de 257 nm [10]. A curva
analitica € preparada com solucdes padroes de PA na faixa de concentragdo de 50 a

120 pmol L™

4.5. Amostras

Com o objetivo de verificar o desempenho dos métodos desenvolvidos
(para AAS e PA), amostras simuladas de medicamentos contendo as mesmas
propor¢des entre os excipientes e fdrmaco foram empregadas. As amostras
produzidas foram estocadas em frascos de vidro ambar e posteriormente utilizadas

para efetuar a determinagdo.

4.6. Procedimento para a determinacio das misturas (CF e AAS) e (CF e PA)

Os excipientes utilizados na preparagdo das formulagdes para as misturas
(CF e AAS) e (CF e PA) foram os mesmos empregados nas formulagdes para o

AAS e PA como foi descrito na se¢ao 4.3.
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Para a construcao do modelo da mistura CF e AAS foram utilizadas duas
proporgoes de excipientes, 70:15:10:5 e 80:10:7:3 m/m. Os padrdes foram
preparados em concentragdes que variaram de 5 a 20 mg g’1 paraa CF e 50 a 170
mg g para o AAS; também foram utilizadas diferentes proporgdes de CF e AAS
(9:1, 10:1 e 11:1), uma vez que em comprimidos comerciais a propor¢ao ¢ de
aproximadamente 10:1. Este procedimento foi adotado objetivando melhorar a
robustez do modelo construido, e assim, minimizar erros de previsdao no caso de
haver pequenas variagdes na propor¢ao de excipientes ou principios ativos.

Para a mistura de CF ¢ PA as proporg¢des dos excipientes utilizados foram
70:14:9:4:3 e 75:12:8:3:2 m/m. As concentragdes dos padrdes variaram entre 10 e
65 mg g para a CF e 100 e 400 mg g para o PA. Pelo mesmo motivo relatado
acima para a mistura CF e AAS, as proporcdes dos principios ativos utilizadas
foram 7:1, 8:1 e 9:1, sendo que em comprimidos comerciais a propor¢ao
comumente utilizada ¢ de 8:1.

As condigdes instrumentais para ambas as misturas foram as mesmas
utilizadas para os métodos univariados, como foi descrito na Tabela 1, assim como,
a quantidade de amostra colocada no porta amostra e a distancia da fibra optica até
a amostra. Para a mistura CF e AAS a faixa espectral utilizada na constru¢ao do
modelo foi obtida entre 310 ¢ 375 nm, mantendo o comprimento de onda de
excitacdo em 275 nm. J& para a mistura CF e PA a faixa espectral empregada foi de

350 a 420 nm com excitacao em 324 nm.

4.7. Fluorescéncia resolvida no tempo e a analise de distribuicio de tempos de

vida de fluorescéncia pelo Método de Marquardt (MM)

As medidas de tempo de decaimento de fluorescéncia (t¢) foram obtidas

em um espectrofluorimetro FL 900 (Edinburgh Analytical Instruments, Edinburgh
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UK) usando o método de contagem de um unico féton correlacionado no tempo
(single-photon counting, SPC). A excitacdo da amostra foi realizada por uma
lampada de hidrogénio pulsada nF 900 operando com uma velocidade de
freqliéncia de repeticdo de 40 kHz. Para a realizacdo das medidas, amostras em
forma de pastilhas foram preparadas pela compressdao do PA sélido (41 MPa de
pressao). Estas pastilhas foram fixadas sobre a face de uma cubeta de quartzo e em
seguida as medidas foram realizadas em comprimentos de onda de excitagdao a 333
nm e emissao a 382 nm, sendo as medidas realizadas a temperatura ambiente.

O decaimento observado da intensidade de fluorescéncia R(t) sdo dadas

pela deconvolugdo integral [76].
R(t):J';F(t—t')L(t')dt (Eq. 8)

Na qual L(t") é o tempo de distribuicao do pulso da lampada; F(t’) ¢ a funcdo da
resposta correspondendo para um pulso de excitagdo da lampada infinitamente
pequeno; t € o tempo de decaimento da amostra e t’ € o tempo de decaimento da
amostra padrao (solucdo de LUDOX).

L(t’) foi medido usando uma solu¢do LUDOX (DuPont) para experimentos
de decaimento de fluorescéncia espagado no tempo. Os resultados foram analisados
pelo método de séries exponenciais (MSE), o qual assume que o decaimento de
fluorescéncia pode ser analisado como uma fun¢do exponencial multipla, onde o
melhor ajuste usa o algoritmo de Marquardt para minimizar o %> (soma do
quadrado da diferenca entre os dados experimentais e a funcdo de modelamento
multiplicada pelo fator peso) [76]. Um bom ajuste é obtido quando % aproxima-se

de 1 e uma distribui¢do residual ocasional ¢ observada.
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4.8. Calibracao multivariada e programa computacional

Os modelos construidos para CF e AAS foram desenvolvidos a partir de 83
amostras preparadas no laboratdrio, escolhidas de um conjunto de 108 amostras,
sendo as 25 restantes reservadas para a etapa de validagao. Para a mistura de CF e
PA foram utilizadas 96 amostras para a calibracao, escolhidas de um conjunto de
121 e o restante (25 amostras) foram reservadas para a validacao externa.

O tratamento dos dados foi feito por métodos estatisticos multivariados
utilizando o “software” Pirouette (versao 3.02, Infometrix Inc). Para ambas as
misturas descritas acima, a metodologia de calibragdo multivariada foi conduzida
essencialmente via processos de regressdao de minimos quadrados parciais (PLSR),

o qual foi1 aplicado através da forma PLSR-1.

4.9. Amostras

Com o objetivo de verificar o desempenho dos modelos construidos para a
determinagdo simultinea de (AAS e CF) e (PA e CF), amostras simuladas de
medicamentos contendo as mesmas propor¢des entre os excipientes foram
empregados. As amostras produzidas foram estocadas em frascos de vidro ambar e

posteriormente utilizadas para efetuar a determinagao.
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5. DETERMINACAO DE AAS E PA EM MATRIZ
SOLIDA POR SISTEMA UNIVARIADO
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5.1. Determinac¢ao de AAS em matriz sélida

Para obter um maximo de sensibilidade, primeiramente foram otimizadas
as condicOes instrumentais, como abertura das fendas de excitagdo e emissao,
voltagem da fotomultiplicadora e velocidade de varredura. As condi¢cdes adequadas
estdo apresentadas na Tabela 1 (parte experimental, item 4.3)

A Figura 6 mostra os espectros de excitacdo (1) e emissdo (2) do AAS
misturado nos excipientes, ¢ seus correspondentes espectros do branco (3 ¢ 4)
obtidos diretamente sobre a mistura pulverizada colocada no porta amostra. Os
maximos de excitacdo ¢ emissao foram observados em 288 ¢ 318 nm,

respectivamente.

3504 1 2
<
2 2804
<
R=
2 210+
(0]
o
=
= 1404
5
=
70+ 3 4
0 j T T T T T T T
280 320 360 400
A/nm

Figura 6. Espectros de excitagdo (1) e emissao (2) do AAS e seus correspondentes
espectros dos excipientes (3 e 4) em fase solida. Propor¢ao dos excipientes =

80:10:7:3 m/m; Concentragdo do AAS =80 mg g

31




Tese de Doutorado

5.1.1. Efeito do tamanho das particulas na fluorescéncia

Erros provenientes do tamanho de particulas sdo freqiientemente
encontrados em se tratando de amostras solidas, entretanto, estudos correlatos tém
sido feitos preferencialmente por meio de técnicas como a espectrometria atdmica
[77].

Neste trabalho, foi realizado um estudo a fim de avaliar o efeito do
diametro das particulas (DP) na intensidade do sinal de fluorescéncia do AAS.
Como foi descrito na parte experimental (item 4.2) as peneiras utilizadas para
classificar os DP foram de 38, 53, 106 ¢ 150 um. A Tabela 2 mostra os resultados
obtidos € como pode ser observado, para particulas com diametros entre 38 ¢ 106
um o sinal de fluorescéncia permanece praticamente constante. Entretanto, para
diametros de particulas inferiores a 38 um houve um decréscimo do sinal. Isto
provavelmente ocorreu devido a dificuldade em homogeneizar a mistura em
decorréncia do aspecto agregante, observado quando as particulas sdo muito

pequenas.

Tabela 2. Estudos do efeito do tamanho das particulas na intensidade de

fluorescéncia do AAS; DP = Diametro das particulas, Concentragao de AAS = 100

mg g’
DP/um Fluorescéncia/u.a
<38 404 + 8
38-53 449 + 6
53-106 445 +7
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5.1.2. Otimizacao dos parametros que influenciam na fluorescéncia do AAS

Um outro parametro que freqiientemente influencia em andlises de
amostras solidas, ¢ ocasionado pela distribuicdo heterogénea do elemento de
interesse (AAS) com os excipientes. Os problemas de homogeneidade sdo
observados normalmente no caso onde as concentracdes estdo abaixo de 100 mg g’
!, principalmente para didmetros de particulas inferiores a 38 um. Deste modo, a
fim de contornar esse problema inerente a este sistema, foram realizados estudos
objetivando conseguir uma condi¢do 6tima de analise. Para isto, foi preparado uma
amostra contendo os excipientes com o AAS na concentragdo de 100 mg g, sem
classificar o tamanho das particulas. Esta mistura foi transferida para um almofariz
de agata, e logo em seguida foi realizada uma mistura com uma espatula, a qual foi
considerada como sendo o tempo zero. Posteriormente, a mistura foi conduzida por
maceracao usando um pistilo, e todas as medidas foram obtidas em triplicata.

O gréfico da Figura 7 mostra os resultados obtidos do tempo de mistura da
amostra em fun¢do do sinal de fluorescéncia do AAS. No tempo zero, um desvio
relativamente elevado entre as triplicatas foi observado, quando comparado com os
outros pontos. Isto indica que existe problema de mistura entre os excipientes e
AAS. A partir de 5 s de maceragdo, o desvio entre as triplicatas permanece
praticamente constante, entretanto, um aumento do sinal de fluorescéncia ¢
observado. Isto indica que, possivelmente deve existir alguma interagdo intrinseca
entre os excipientes € AAS que necessita de um determinado tempo de mistura para
atingir a estabilidade do sinal. Como pode ser observado, a partir de 15 segundos

de mistura, o sinal tende a se manter constante.
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Figura 7. Efeito do tempo de homogeneizagdo da amostra no sinal de fluorescéncia

para 0 AAS, concentragio 100 mg g

5.1.3. Parametros otimizados

Um importante parametro que deve ser levado em consideracdo no uso de
fibras Opticas € o angulo de luz para a refletancia interna total da fibra e o dngulo
de aceitagdo. A capacidade de uma fibra Optica captar luz estd interligada a este
angulo, deste modo foi necessario otimizar a distancia entre a fibra Optica e a
amostra. A Figura 8 mostra que a melhor sensibilidade ¢ obtida mantendo a

distancia entre 0,8 ¢ 1,0 cm.

A influéncia da quantidade de amostra adicionada no porta amostra
também foi um parametro relevante. Dependendo deste valor, uma variagdo na

intensidade de fluorescéncia pode ocorrer devido a eventuais espalhamentos
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provocados pela radiagdo que cruza a amostra; além disso, o nimero de moléculas
pode ndo ser suficiente para interagir com a radiagdo incidente. Para quantidades de
amostras maiores do que 10 mg, a intensidade de fluorescéncia permaneceu
constante independente da quantidade de amostra, sendo a distdncia entre a fibra

Optica e a amostra foi mantida entre 0,8 ¢ 1,0 cm (Figura 9).
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Figura 8. Otimizacdo da distancia da fibra Optica até a amostra. Concentracao de

AAS 100 mg g™
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Figure 9. Efeito da quantidade de amostra no porta amostra. Concentracao de AAS

100 mg g

5.1.4. Influéncia dos excipientes

A influéncia das substancias empregadas como excipientes no preparo de
comprimidos de AAS (lactose, amido de milho, talco e estearato de magnésio) foi
avaliada individualmente. Para este estudo, misturas de cada excipiente com AAS
foram preparadas como descrito na se¢do experimental. A mistura de AAS com
estearato de magnésio apresentou menor razao sinal/concentracao (I/C) como pode
ser observado na Tabela 3. Estes dados revelam que o método proposto ¢
dependente da quantidade e tipo de excipientes usados como constituintes dos
medicamentos. O efeito de cada excipiente na fluorescéncia do AAS possivelmente
ocorre devido a uma competi¢do entre processos de desativacdo resultado da

interacdo especifica entre o fluoroforo (AAS) e os excipientes presentes na
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amostra. Deste modo, ¢ importante ter prévio conhecimento da composi¢do da

amostra antes da etapa de calibragao.

Tabela 3. Efeito dos compostos usados como excipientes. I = intensidade de

A . . e ~ -1
fluorescéncia numa unidade arbitraria, C = concentragdo de AASemmg g .

Compostos C I I/C
Estearato de magnésio 100 172 1,7
Talco 99 462 4,7

Amido de milho 100 614 6,1
Lactose 100 1106 11,0

5.1.5. Parametros analiticos

Para obter a faixa de linearidade do método foram realizadas medidas de
concentragdes que variaram de 10 até 260 mg g' de AAS em misturas de
excipientes como descrito na secdo experimental. A partir desses resultados, foi
escolhido a faixa linear para a construg¢do da curva analitica.

Nas condigoes otimizadas, a intensidade de fluorescéncia do AAS foi linear
dentro da faixa de 50 a 170 mg g'. A curva analitica foi descrita pela equagéo y =
264 (£ 8) + 2,33 (£ 0,07) x, com um coeficiente de correlagdo de r = 0,9976 para n
= 7; na qual: x é a concentracdo de AAS expresso como mg g ; y ¢ a intensidade de
emissdo, em unidade arbitraria para a propor¢cdo de 70:15:10:5 (m/m). Para as
propor¢des 80:10:7:3 e 85:8:5:2 (m/m), as equagdes ajustadas foram y = 277+7 +
2,01(£ 0,06) x, comr=0,9977 paran=7 ey =239 (£ 8) + 2,55 (£ 0,07) x, comr =
0,9982 para n = 7, respectivamente. A Figura 10 mostra a curva analitica para a

propor¢ao 85:8:5:2 m/m. Um fato interessante, € que chama aten¢do nesta curva
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analitica, assim como para as outras duas equagdes, ¢ o elevado valor do
coeficiente linear, uma vez que, seria esperado que ele passasse pela origem ou
pelo menos proximo a ela. Possivelmente, deve haver faixas lineares mais sensiveis
para concentragdes muito baixas, entretanto, em virtude da dificuldade em
homogeneizar a amostra nessas concentracdes ndo foi possivel confirmar
experimentalmente.

Observando as equagdes ajustadas acima descritas, para as diferentes
propor¢des de excipientes € claramente observado que ¢ necessario calibrar o
método para cada processo de produgado, usando a mesma proporcao de excipientes
envolvida. Entretanto, pequenas variagdes nas propor¢des como 78:11:8:3,
80:10:7:3 e 82:9:7:2 foram realizadas e os resultados demonstraram boa robustez
do método, com desvio padrao relativo de 2,3% para n = 6. As médias dos limites
de deteccdo e quantificagio foram 2.2 e 7,3 mg g, respectivamente, usando o
critério 3 s/m e 10 s/m, onde s = estimativa do desvio padrao (10 medidas
sucessivas) referentes a prova em branco, m = coeficiente angular da equagdo da
curva analitica [78]. O espectro de fluorescéncia foi registrado em 18 s, conduzindo
para uma possivel freqii€éncia analitica de 200 amostras por hora, considerando um
sistema automatizado ou que as amostras estejam prontas para serem analisadas.

O desvio padrao relativo dos resultados obtidos apds dez anadlises
sucessivas de uma amostra tipica com aproximadamente 100 mg g de AAS foi
estimada em 2,4%, realgando a boa precisdo associada com o procedimento

proposto.
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Figura 10. Curva analitica obtida para a determinagdo do AAS na propor¢ao

80:10:7:3 de excipientes.

Embora as concentragdes de AAS (Tabela 4) nas amostras farmacéuticas
testadas tenham sido maiores do que a faixa linear otimizada, o método pode ser
aplicado sem diluir a amostra usando quantidades menores de amostras e/ou
modificando a distancia entre a fibra Optica e a amostra, ou ainda diminuindo a
intensidade de radiagdo incidente. Esta potencialidade do método facilita no

controle da amostra, o qual permite a determinagdo direta na linha de produgao.

5.1.6. Comparaciao de métodos

A concentracdo de AAS foi determinada para amostras farmacéuticas de

500 mg (nominal) com lactose, amido de milho, talco e estearato de magnésio
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como excipientes. O método de referéncia empregado foi o titulométrico descrito
na Farmacopéia Britanica [10] e as determinagdes foram realizadas usando
diferentes proporgdes de excipientes (70:15:10:5, 80:10:7:3 e 85:8:5:2 m/m). Para
isto, concentragdes do AAS dentro da faixa linear foram conseguidas efetuando
diluigdes com os excipientes. O teste I foi aplicado para verificar as precisoes entre
os dois conjuntos de dados e ndo foram encontradas diferengas significativas para 2
graus de liberdade. Deste modo, o teste ¢ de Student pareado foi aplicado para
comparar as médias entre ambos os métodos e ndo foram encontradas diferencas

estatisticas em nivel de 95% de confianga (Tabela 4) [79].

Tabela 4. Quantidade de AAS (mg) determinado em formulagdes farmacéuticas
pelo método proposto (fluorimétrico) e oficial (Farmacopéia Britanica). Todas as

medidas foram realizadas em triplicata.

Amostra  Nominal Fluorimétrico Farmacopéia Britanica
1 500 498 +4 492 £2
2° 500 496 £ 6 499 + 4
3° 500 497 £ 7 5005
4 500 495 + 7 493 + 4
5° 500 494 + 6 495 +2
6° 500 498 + 7 502 + 4
7° 500 495+ 6 488 £ 3
8° 500 5005 494 +3
9° 500 497 £ 7 501 £4

* = Proporgio 1, ° = Propor¢io 2 ° = Proporgio 3
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5.2. Determinacao de PA em matriz sélida

Para a determinagdo fluorimétrica do PA (Figura 11) em meio aquoso, o
analito ¢ usualmente oxidado em condi¢Oes ligeiramente alcalinas com
hexacianoferrato (III), e assim, produz uma substancia fluorescente [80]. Este
procedimento € feito porque, a partir de experimentos realizados no laboratorio e
também depois de uma minuciosa revisao na literatura, foi possivel observar que o
PA ndo emite fluorescéncia naturalmente em meio aquoso. No entanto, foi
observado a fluorescéncia do PA no estado solido, isto provavelmente se deve ao
fato do ambiente proporcionar a rigidez da molécula, fendmeno este, que ja € bem
conhecido na literatura [58]. A Figura 11 mostra a estrutura do PA, e quando esta
molécula se encontra em meio aquoso, o grupamento amida possui livre rotacdo na
ligacdo que o nitrogénio faz com o carbono do anel aromatico, e assim, este
comportamento provavelmente poderia estar conduzindo a uma desativacdo da

fluorescéncia desta molécula.

H;C
>:o
HO NH

Figura. 11. Estrutura molecular do paracetamol.

5.2.1. Fluorescéncia do Paracetamol

Tendo em vista o aspecto pioneiro, foi importante confirmar
experimentalmente se a banda observada ¢ referente a fluorescéncia do PA no

estado solido ou somente um fendmeno de espalhamento. Uma forma simples de
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confirmar a existéncia de fluorescéncia € obter espectros caracteristicos
(“emissao’) da amostra através da variacado do comprimento de onda de excitagao.
No caso de espalhamento de luz, um deslocamento das bandas (espectros) para
cada comprimento de onda de excitagdo ¢ observado [59]. Deste modo,
experimentos foram realizados a fim de comprovar a fluorescéncia do PA na fase
solida. Através da Figura 12 (espectros 2) pode-se observar que para os espectros
obtidos em diferentes comprimentos de ondas de excitacdo ndo foi observado
deslocamento das bandas, ao contrario do que ¢ usualmente observado para
espalhamento de luz. Isto indica que estes espectros sejam realmente de emissao
proveniente do PA. Adicionalmente, a curva inserida na Figura 12 ilustra que a
excitacdo com menor absor¢ao de radiagdo produz espectro de “emissao” com

menor intensidade.

800
<
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A 336 348 340
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O
=
<
=
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O
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e
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Figura 12. Espectros de excitacdo (1) e emissdo (2) do PA. Os espectros de
emissao foram obtidos fixando comprimentos de onda de excitagao entre 325 e 349
nm com incremento de 1 nm. Grafico inserido: dependéncia da intensidade de
emissdo com o comprimento de onda de excitacdo. Concentracio 250 mg g™
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Com o objetivo de realmente confirmar a fluorescéncia do PA no estado
solido, realizou-se um estudo do decaimento de emissao (Figura 13) deste usando a
técnica de fluorescéncia de contagem unica de foton resolvida no tempo (SPCTR).
Um decaimento monoexponencial foi observado, com tempo de vida t = 1,77 £
0,01 ns, XZ = 1,093. Os espectros estaciondrio e dindmico de emissdo indicam
claramente que o PA no estado s6lido realmente exibe fluorescéncia. E assim, este

sinal de emissdo pode ser usado para a determinagdo do PA.

Contagem

Tempo/ns

Figura. 13. Decaimento de fluorescéncia para o PA obtido a A, =333 nm e A, =
382 nm; espectro 1 € a fungdo de resposta do instrumento da solugdo LUDOX e o

espectro 2 ¢ o decaimento da amostra, ambos obtidos a 298 K no estado solido.

Deste modo, um método para a determinagdo de PA por espectroscopia de
fluorescéncia em amostra solida foi desenvolvido. A Figura 14 mostra os espectros
de excitagao (1) e emissdao (2) com os maximos registrados em 333 ¢ 382 nm,

respectivamente, € seus respectivos espectros do branco (3 ¢ 4).
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Figura 14. Espectros de excitacdo (1) e emissdo (2) do PA e seus correspondentes
espectros do branco (3 e 4) em fase solida. Proporc¢ao dos excipientes = 70:14:9:4:3

m/m; Concentragio do PA =250 mg g™

5.2.2. Efeito do tamanho das particulas e homogeneizacio na fluorescéncia do

PA

Os estudos referentes ao efeito do tamanho das particulas na fluorescéncia
do PA foram realizados seguindo o mesmo procedimento empregado para o AAS
descrito no item 5.1.1. Como ¢ mostrado na Tabela 5, um aumento expressivo do
sinal foi observado para amostras com didmetros de 38-53 para 53-106 um, e para
diametros inferiores o sinal de fluorescéncia apresentou menor intensidade. Este
comportamento mostrou-se muito diferente em relagdo ao observado para o AAS
(Tab. 2). Isto indica que a fluorescéncia esta intimamente ligada ndo somente ao
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tamanho das particulas, mas também ao fluor6foro, uma vez que diferentes

interagdes com os excipientes podem ocorrer.

Tabela 5. Estudos do efeito do tamanho das particulas na intensidade de

fluorescéncia do PA; DP = Diametro das particulas; Concentracao do PA =200 mg
-1

g.
DP/(um) Fluorescéncia/(u.a)

<38 212+ 6

38-53 241 £ 4

53-106 336 £ 11

Também foi realizado um estudo para avaliar o comportamento da
fluorescéncia do PA em funcao do tempo de homogeneizagao com os excipientes.
Para isto, foi preparado uma amostra contendo os excipientes com PA na
concentragdo de 200 mg g sem realizar classificagio do tamanho das particulas. O
procedimento foi 0 mesmo empregado no item 5.1.2. Como ¢ observado na Figura
15, no tempo zero, um desvio relativamente elevado entre as triplicatas foi
observado, quando comparado com os outros pontos. Isto indica que existe
problema de mistura entre os excipientes € PA. A partir de 5 s de maceracao, o
desvio entre as triplicatas permanece praticamente constante, ¢ um decréscimo do
sinal de fluorescéncia € observado; e a partir de 25 segundos o sinal permanece
estavel. Este comportamento indica que possivelmente a homogeneizacdo ndo seja
proveniente somente da mistura superficial entre o PA e os excipientes.
Provavelmente, deve existir alguma interacao intramolecular entre os excipientes e
o PA que também necessite de um determinado tempo de mistura para atingir a

estabilidade do sinal.
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Um fato que chamou a aten¢do foi a diminui¢do do sinal de fluorescéncia
com o aumento do tempo de maceracdo, contrario ao observado para o AAS
(Figura 7) onde houve aumento do sinal. Como foi mostrado na Tabela 5, para
tamanho de particulas maiores, o sinal de fluorescéncia tende a aumentar de forma
significativa. Deste modo, quanto maior o tempo de maceracdo um decréscimo do
tamanho das particulas vai ocorrer, e assim, justifica o porque da redugdo do sinal

de fluorescéncia em funcao do tempo de maceragao.

350
300+

- \i\
s
200

Fluorescéncia/u.a

150+

100+

50 —— T
0 10 20 30 40

Tempo/s

Figura 15. Efeito do tempo de homogeneizacdo da amostra no sinal de

fluorescéncia para o PA, concentragdo 250 mg g™

5.2.3. Parametros otimizados

Da mesma forma como foi descrito no item 5.1.3 no método desenvolvido

para o AAS, estudos para avaliar o efeito da distancia da fibra 6ptica até a amostra
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e da quantidade de amostra também foram realizados para o PA. Como ¢ mostrado
na Figura 16A, para quantidades maiores do que 15 mg de amostra colocada no
porta amostra nao ocorre variacdo do sinal de fluorescéncia, ¢ a melhor
sensibilidade foi obtida a uma distancia de 0,7 ¢ 0,9 cm da fibra dptica até a

amostra (Figura 16B).

240

210+

180+

150+

Fluorescéncia/u.a

120+

00 04 08 12 16 20

Distancia/cm

Figura 16. Efeitos da quantidade de amostra (A) e da distancia entre a fibra dptica

e amostra (B). Concentragcdo de PA =250 mg g'l.

5.2.4. Efeito dos excipientes

O efeito das espécies quimicas, lactose, amido de milho, talco,
polivinilpirrolidona e 4cido estedrico na intensidade de fluorescéncia do PA foram
avaliadas individualmente. O procedimento adotado foi o mesmo empregado para o

AAS, como descrito na se¢do experimental. A menor relagdo sinal/concentragao
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(I/C) foi observada para a mistura PA e polivinilpirrolidona e a maior foi obtida
para a mistura PA e acido estearico, como pode ser observado na Tabela 6. A maior
fluorescéncia do PA na mistura com acido estedrico possivelmente ocorre devido a
maior rigidez estrutural, uma vez que, o PA apresenta caracteristica basica e assim
maior interagao deve ocorrer com o acido estedrico. Estes resultados revelam que
este método € dependente da quantidade e dos tipos de excipientes usados como
constituintes do medicamento, assim como foi observado para o método do AAS

desenvolvido anteriormente.

Tabela 6. Efeito de cada um dos compostos usados como excipientes na
formulacdo. I = intensidade de fluorescéncia numa unidade arbitraria, C =

N -1
concentragdo do paracetamol em mg g

Compostos C I I/C
Lactose 250 312 1,3
Amido de milho 251 106 0,4
Talco 252 194 0,8
Polivinilpirrolidona 253 45 0,2
Acido estedrico 249 463 1,9

5.2.5. Parametros analiticos

O método de calibracao foi realizado para uma quantidade de 25 mg de
amostra, colocada no porta amostra. A faixa linear foi obtida variando as
concentra¢des de PA de 35 a 600 mg g'. Uma boa resposta linear foi encontrada
entre 100 e 500 mg g de PA, entretanto decidiu-se trabalhar numa faixa de 100 a

400 mg g, devido algumas propriedades intrinsecas do PA que dificulta a sua
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manipulagdo em almofariz para concentragdes acima deste valor. No entanto, ¢

importante salientar que o emprego de um sistema mecanico poderia resolver este

problema. A Figura 17 mostra a curva analitica obtida para a mistura de excipientes

70:14:9:4:3 m/m (proporgao I), € uma boa resposta linear (r = 0,9950; n=7) foi

obtida. A equagdo ajustada foi y = 32 (£7) + 0,99 (£ 0,03) x, a qual x ¢ igual a

concentracdo do PA e y a intensidade de fluorescéncia em unidade arbitraria. Para

as outras duas proporcoes investigadas, 75:12:8:3:2 (II) e 80:10:7:2:1 (III) m/m, as

equacoes foram:

I y=46(£9)+0,90 (+ 0,03) x
ML y=41 (£ 10)+ 0,97 (+ 0,04) x

(r=0,9981,n="7)e;
(r=0,9985,n=7)

y=A+B*X
400+ a=31,91
| b=0,9875
r=0,9950

300+

200+

Fluorescéncia/u.a

100

200

300

Concentragao/mg g'1

400

(Eq.9)
(Eq. 10)

Figura 17. Curva analitica obtida para a determinacdo do PA na propor¢ao

70:14:9:4:3 m/m de excipientes.
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As equacdes relatadas para as diferentes proporcdes de excipientes,
sugerem da mesma forma como foi observado para o método do AAS descrito na
secdo 5, que ¢ necessario calibrar o método para cada processo de producao. E
apesar do coeficiente linear observado neste método ser bem menor do que os
obtidos para o método desenvolvido para o AAS (item 5.1.5), possivelmente, do
mesmo modo, deve haver faixas lineares para concentragcdes muito menores as

usadas na curva analitica.

5.2.6. Caracteristica do método

O método proposto foi avaliado em relagdo a precisdo dos resultados,
limites de detec¢do e quantificacdo, e freqiiéncia analitica.

A precisdo foi avaliada realizando sucessivas determinagdes de uma
amostra tipica de concentracdo 250 mg g de PA. O desvio padrio relativo foi
menor do que 2,4% para todas as proporc¢oes dos excipientes, destacando a boa
repetibilidade inerente para o método proposto.

Os limites de detec¢dao e quantificacdo foram estimados de acordo com o
critério 3 s/m e 10 s/m [78]. Os valores para as trés propor¢des de excipientes
estudadas foram 13,0 e 43,6 mg g (proporgdo I), 14,2 ¢ 47,4 mg g, (propor¢io
1), e 16,7 ¢ 55,7 mg g (proporcio III).

Para este procedimento, a velocidade de varredura foi superior ao método
descrito anteriormente para o AAS, como pode ser observado na se¢do
experimental. Isto possibilitou que os espectros de fluorescéncia fossem registrados
num tempo de 10 s, conduzindo a uma possivel freqiiéncia analitica de

aproximadamente 300 amostras por hora.
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5.2.7. Aplicacdes em amostras

A aplicabilidade do método desenvolvido foi demonstrada determinando
PA em seis amostras contendo lactose, amido de milho, talco, polivinilpirrolidona e
acido estearico como excipientes nas proporcdes de 70:14:9:4:3 (1) 75:12:8:3:2 (1I)
e 80:10:7:2:1 (IIT) m/m, respectivamente. Os resultados sao mostrados na Tabela 7,
juntamente com os valores obtidos com o procedimento descrito na Farmacopéia
Britanica, que recomenda o método espectrofotométrico [10] para a determinagao
do PA em comprimidos. Como ja descrito no item 5.1.6, o feste F foi aplicado para
verificar as precisdes entre os dois conjuntos de dados e ndo foram encontradas
diferencas significativas para 2 graus de liberdade. Deste modo, o teste ¢ de Student
pareado foi aplicado para comparar as médias entre ambos os métodos € ndo foram

encontradas diferencas estatisticas em nivel de 95% de confianca (Tabela 7) [79].

Tabela 7. Valores obtidos para o PA (em mg por comprimido) determinados pelos

métodos proposto e de referéncia [10]. As medidas foram realizadas em triplicata.

Amostra Nominal M¢étodo proposto  Método Farmacopéia

Britanica

1 750° 763 + 14 759+ 6

2 750° 759 £ 13 746 + 7

3 750° 761 + 10 753+ 6

4 750° 745 £ 11 756 + 4

5 750° 768 + 10 755+5

6 750° 742 + 8 754+ 7

* proporgao I; b proporgdo II; ¢ proporgéo II1
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6. DETERMINACAO SIMULTANEA EM MISTURAS
EMPREGANDO CALIBRACAO MULTIVARIADA
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6.1. Determinacao de CF e AAS em misturas

O analgésico mais conhecido ¢ a aspirina (acido acetilisalicilico), mas o PA
também tem sido amplamente empregado com o mesmo propdsito. Estes
analgésicos compartilham um efeito colateral comum, a sonoléncia, de modo que
em algumas formulag¢des utilizam-se a CF para minimizar este efeito ja que ela
apresenta atividade estimulante. Ela também tem atividade antiinflamatoéria
definida, incluindo a capacidade de potencializar os efeitos de medicamentos
analgésicas semelhantes a aspirina [81]. Em vista disso, alguns trabalhos na
literatura tem enfatizado o uso de medicamentos associados € também de métodos
analiticos visando a determinag¢dao simultinea dessas misturas [26,27, 82,83].
Entretanto, inerente a estes métodos estd o elevado custo e principalmente a
geracao de residuos. E neste trabalho, estd sendo proposto o desenvolvimento de
métodos analiticos que atendam principalmente a esses requisitos, ou seja, reducao
de custos e também da geragdo de residuos.

A Figura 18 mostra os espectros individuais de excitagdo (1 e 2) e emissao
(3 e 4) para a CF e AAS, respectivamente, ¢ seus correspondentes espectros do
branco (5 ¢ 6) e (7 e 8). O AAS apresenta uma banda intensa em 320 nm e a CF
uma banda menos intensa em 367 nm. Como pode ser observado, a sobreposi¢ao
das bandas dos dois compostos ¢ muito elevada e ndo pode ser bem resolvido pelos
métodos convencionais. Além disso, a CF ¢ o menor constituinte em formulagdes
farmacéuticas, e isto dificulta ainda mais obter boa resolugcdo para a mistura dos
constituintes. Entretanto, existem pequenas diferencas espectrais que podem ser
usadas para resolver estas misturas através de métodos de calibracao multivariada.
O comprimento de onda de excitagdo escolhido para a obtengao dos espectros de

emissao da mistura (CF e AAS) foi em 275 nm, a faixa espectral usada foi de 310 a
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375 nm e o algoritmo PLS-1 foi selecionado para realizar a constru¢ao dos

modelos.
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Figura 18. Espectros individuais de excitagdo do AAS (1), CF (2) e emissao
AAS (3), CF (4) e seus respectivos espectros do branco de excitacdo do AAS
(5), CF (6) e emissio do AAS (7), CF (8). Concentracdo de 80 mg g para

ambos 0s compostos.

Foram utilizadas 108 amostras de misturas de CF e AAS, sendo 83 para o
conjunto de calibracao e 25 para validagao externa, como foi descrito na se¢ao
experimental. Com o objetivo de avaliar o desempenho dos modelos de calibragao,
alguns tipos de pré-processamento foram testados, como: com os dados auto-

escalados, centrados na média e sem pré-processamento. Além disso,
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transformagdes para primeira e segunda derivada e sem nenhum tipo de
transformagao também foram testados. O melhor pré-processamento foi com os
dados centrados na média, sem transformag¢ao derivativa e usando o procedimento
de validagdo cruzada. Neste ultimo procedimento a calibracdo pode ser repetida n
vezes (n = numero de amostras), sendo que em cada oportunidade uma das
amostras do conjunto de calibracao ¢ retirada e utilizada como amostra de previsao.
Uma vez que todas as amostras tenham sido tratadas como objeto de previsao, ¢
possivel estimar a Soma dos Quadrados dos Erros de Previsao (PRESS) dada pela
equagdo descrita abaixo e escolher o numero de componentes principais

necessarios para a obtengao do menor valor de PRESS [68].

PRESS =2, (CExperimental - CPreVisto)2 (1 1)

Sendo assim, a partir do procedimento de validacdo cruzada foi possivel
verificar que apos 3 componentes principais para a CF e 4 para o AAS ndo existe
nenhum ganho significativo em termos de minimizacdo do PRESS. Além disso, as
primeiras componentes principais (3 para a CF e 4 para o AAS) ja sdo responsaveis
por aproximadamente 99,8% da variancia dos dados para ambos os modelos
(Figuras 19 e 20).

Como foi mostrado na se¢do experimental (item 4.5), a faixa de
concentragdo para a CF ¢ AAS foram 5-20 ¢ 50-170 mg g, respectivamente. Isto
justifica as elevadas diferencas nos valores de PRESS observado nos graficos das

Figuras 19 e 20.
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Figura 19. PRESS em fun¢ao do nimero de componentes principais para o modelo

da CF usando PLS-1, com os dados centrados na média.
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Figura 20. PRESS em fun¢do do nimero de componentes principais para o modelo
do AAS usando PLS-1, com os dados centrados na média.
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As Figuras 21 e 22 mostram os graficos de residuos de Student em funcgao
da leverage construidos a partir dos dados originais para a CF e AAS,
respectivamente. Considerando-se que os residuos de Student apresentam uma
distribui¢ao normal ¢ possivel aplicar o teste ¢ para verificar se as amostras estao
dentro da distribuigdo normal com um nivel de confianca de 95%. De acordo com
estudos anteriores [71], amostras com residuos superiores a |[2,5] podem
corresponder a uma amostra andmala, devendo ser cautelosamente averiguada. Para
ambos os modelos (CF e AAS), nenhuma das amostras apresentou residuos desta
ordem, sendo portanto, desnecessario o estudo da retirada de amostras (Figuras 21
e 22).

Uma vez construido o modelo de calibragdo, a etapa seguinte consistiu em
avaliar a sua capacidade preditiva. Para isto, foram utilizadas 25 amostras retiradas
do grupo inicial de 108 amostras. A Tabela 8 mostra os valores de previsdo para a
CF e AAS, com seus respectivos erros relativos. Como pode ser observado,
somente trés amostras previstas para o modelo da CF e duas para o do AAS
apresentaram residuos superiores a 10%, isto mostra que ambos os modelos
construidos apresentam boa capacidade de previsdo. Outro pardmetro importante
para avaliar a qualidade do modelo ¢ o coeficiente de variabilidade (CV) [73] que
indica o erro global de previsao e independe da unidade. Os resultados, mostrados
na Tabela 8 foram considerados satisfatorios, considerando a forte sobreposicao das

bandas espectrais da CF e AAS.
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Figura 21. Gréficos de residuos de Student em funcao da leverage para os modelos

da CF.
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Figura 22. Gréaficos de residuos de Student em funcao da leverage para os modelos

da AAS.
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Tabela 8. Determinacao simultinea da CF ¢ AAS em 25 diferentes misturas

sintéticas (grupo de validacao externa) usando o PLS-1.

Valor experimental (mg g™) Valor previsto (mg g”) Erro (%)

CF AAS CF AAS CF AAS
10,5 94,8 9,9 96,1 6,3 -1,4
8,4 83,8 8,8 92,6 -4,7 -10,4
8,4 83,8 9,0 89,5 9,0 -6,8
7,6 75,7 7,4 74,6 7,4 1,5
10,5 104,5 10,4 111,3 10,4 -6,6
10,5 104,5 9,6 96,5 9,6 7,6
12,1 120,7 11,6 116,1 4,2 3,8
14,5 144,3 13,6 146,2 6,1 -1,3
12,9 141,5 14,2 1439 -10,3 -1,7
15,6 171,6 16,8 169,6 -7,7 1,2
8,1 72,8 6,9 72,0 14,3 1,1
11,3 101,9 10,9 107,0 3,5 -4,9
13,2 118,6 12,9 129,0 2,4 -8,8
15,9 142,5 14,8 139,8 6,7 1,9
9,4 93,7 10,0 96,8 -6,8 -3,3
9,4 93,7 9,3 98,4 1,2 -5,1
12,2 122,2 12,9 132,3 -5,8 -8,3
14,5 144,7 14,2 146,6 2,0 -1,3
14,5 144,7 14,2 146,6 2,0 -1,3
7,5 82,5 7,1 72,5 5,9 12,2
7,5 82,5 8,1 81,9 -7,3 0,8
7,5 82,2 7,2 77,6 4,3 5,5
8,7 96,1 8,7 88,9 0,0 7,5
10,7 117,4 11,1 113,0 -3,6 3,8
13,2 1449 13,0 137,9 1,5 4,8
*CV = 6,0 °CV =5,1

*CV = Coeficiente de variabilidade para as amostras de CF.

°CV = Coeficiente de variabilidade para as amostras de AAS.

39




Tese de Doutorado

6.1.1. Aplicacoes

Com o objetivo de checar o desempenho dos modelos propostos, 0 método

foi aplicado para a determinagdo simultinea de CF e AAS em oito amostras

simuladas. Quantidades conhecidas de ambos os analitos foram adicionadas em

, -1 . .o ~
nivel de mg g em misturas de excipientes com duas proporcdes testadas como

descrito na se¢ao experimental (item 4.5). Os compostos foram determinados

aplicando os modelos propostos e os resultado sdo apresentados na Tabela 9. Boas

recuperagoes foram obtidas com erros de previsao aceitaveis para todas as amostras

averiguadas.

Tabela 9. As concentracdes de AAS e CF (adicionada, encontrada), expressada em

mg g sdo médias de trés determinagdes; proporgio 1 ¢ 2 = 70:15:10:5 ¢ 80:10:7:3

m/m, respectivamente.

Am Pr AAS

Ad  Enc Rec (%) Ad Enc Rec (%)
1 83 84 101 £2,2 8,3 8,0 96 £3.,9
2 1 83 82 9+14 8,3 8,6 104 £ 4,6
3 92 91 99+ 1,3 9,2 9,3 101 £2.3
4 92 88 96 +3,8 9,2 8,9 97 +1,3
5 93 91 97 £3,1 9,4 9,9 105 +4,7
6 2 93 92 99 +24 9,4 9,7 103 +3.,8
7 93 91 98 +2,2 9.4 9,5 101+ 1,4
8 93 91 98 + 1,4 9,4 9,7 103 £ 3,1

Am = amostra; Pr = propor¢des; Ad = adicionado; Enc = encontrado; Rec =

recuperado; AAS = 4cido acetilsalicilico e CF = cafeina.
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6.2. Determinacao de CF e PA em mistura

A Figura 23 mostra os espectros individuais de excitagao (1 e 3) e emissao
(2 e 4) da CF e PA, respectivamente, e seus correspondentes espectros de excitagao
do branco da CF (5), PA (7) e emissao CF (6), PA (8). O comprimento de onda de
excita¢do escolhido para a obtencdo dos espectros de emissao da mistura (CF e PA)
foi em 324 nm, onde ocorre a intersecdo dos espectros. Este comprimento de onda
foi escolhido para obter um ganho de sinal de emissdo semelhante para ambos os
compostos. Os espectros foram obtidos na faixa de comprimentos de onda entre
350 e 440 nm. Na escolha da regido espectral para a constru¢ado do modelo, foram
construidos varios modelos empregando diferentes regides do espectro. A regiao
espectral entre 350 e 420 nm foi a que apresentou os melhores resultados de

calibragdo, e também de previsdo para as amostras usadas na validacdo do modelo.

Para a constru¢do do modelo foram utilizadas 121 amostras contendo
misturas de CF e PA. Deste total de amostras, 96 foram selecionadas para o grupo
de calibragdo e 25 para a validagdo externa. A faixa de concentracdo empregada foi
de 10 - 65 mg g’ para a CF e 100 - 400 mg g’ para o PA, como descrito na segdo
experimental (item 4.5). Os dados foram centrados na média, sem transformacao

derivativa e usando o procedimento de validacdo cruzada.
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Figura 23. Espectros de excitagao e emissdo (1 e 2) para a CF e (3 ¢ 4) para o PA,
respectivamente, € seus correspondentes espectros de excitagdo do branco da CF
(5), PA (7) e emissao CF (6), PA (8). Proporcao entre os excipientes 70:14:9:4:3
m/m. Concentragdo da CF 100 mg g ¢ PA 200 mg g

As Figuras 24 e 25 mostram os graficos de PRESS versus o nimero de
variaveis latentes para a CF e PA, respectivamente. Quatro variaveis latentes foram
escolhidas para ambos os modelos construidos (CF e PA), usando o mesmo critério
que foi empregado na construcdo dos modelos descritos anteriormente para a
mistura CF e AAS. Os elevados valores de PRESS observado na Figura 25 podem
ser justificados devido as elevadas concentragcdes do PA em relagdao a da CF, como

mostrado acima.

62




Tese de Doutorado

2 4 6 8 10
Numero de Variaveis Latentes

Figura 24. PRESS em fun¢do do nimero de componentes principais para o modelo

da CF, usando PLSR-1 e com os dados centrados na média.
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Figura 25. PRESS em fun¢ao do nimero de componentes principais para o modelo

do PA, usando PLSR-1 e com os dados centrados na média.
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As Figuras 26 e 27 mostram os graficos de residuos versus /everage para os
modelos da CF e PA, respectivamente. Como pode ser observado na Figura 26,
nenhuma das amostras apresentou residuo acima de ‘2,5 | [71]. Entretanto, no
modelo construido para o PA uma das amostras apresentou residuo de 2,9 (Figura
27), isto sugere a possivel existéncia de uma amostra andomala. Desta forma, esta
amostra foi retirada do conjunto de calibragdo € um novo modelo foi construido
com previsoes para amostras do grupo externo. Por ndo ter havido melhorias em
termos de redugdo de PRESS e de previsdao para as amostras externas, optou-se por

deixa-la no conjunto de calibragao.
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Figura 26. Graficos de residuos de Student em fungdo da /everage para o modelo

da CF.
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Figura 27. Graficos de residuos de Student em fungao da leverage para o modelo

do PA.

Uma vez construido os modelos para ambos os analitos (CF e PA), foi
utilizado um grupo de 25 amostras externas para avaliar a capacidade de previsao
dos modelos. Como pode ser observado na Tabela 10, para o modelo do PA
somente uma amostra apresentou residuo superior a 10%, o que confere a ele uma
boa capacidade de previsdo. Entretanto, para o modelo da CF quatro amostras
apresentaram residuos superiores a 10%. A melhor capacidade preditiva do modelo
para o PA pode também ser confirmada pelo baixo valor do coeficiente de

variabilidade, como é mostrado na Tabela 10.
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Tabela 10. Determinacdo simultinea da CF e PA em 25 diferentes misturas

sintéticas (grupo de validag¢ao externa) usando o PLS-1.

Valor experimental (mg g™) Valor previsto (mg g”) Erro (%)
CF PA CF PA CF PA
233 155,9 21,5 162,4 8,0 -4,2
28,7 200,4 28,2 200,3 1,9 0,1
31,3 240,8 28,9 237,7 7,5 1,3
36,3 3014 35,5 305,7 2,3 -1,4
47,0 349.,4 41,1 3243 12,5 7,2
51,5 403,8 49,0 390,7 5,0 3.3
15,2 103,3 16,7 106,6 -9,6 -3,2
22,1 158,1 20,9 171,0 5.4 -8,2
26,2 206,5 27,4 198,6 -4,5 3.8
35,2 304,3 34,9 2944 0,6 3.3
35,2 304,3 36,3 313,1 -3,2 -2,9
45,9 400,7 46,8 397,0 -1,8 0,9
25,17 2194 27,0 2254 -7,4 2,6
28,6 202,3 26,5 197,1 7,5 2,6
35,0 253,1 37,9 273,1 -8,5 -7,9
42,6 301,1 43,5 306,1 2,1 -1,6
11,3 98,3 10,2 101,3 9,1 2.9
37,5 310,2 41,5 327,1 -10,7  -5,4
45,9 361,6 44,5 362,6 3,0 -0,3
50,8 403,0 51,9 398,3 2,1 1,2
17,8 104,6 17,9 100,3 -0,7 4,2
17,6 153,4 20,1 144.8 -142 5,6
34,3 309.8 36,1 342.9 -5,2 -10,7
34,3 309.8 34,6 318.,8 -1,0 -2,9
56,3 420,6 50,3 417.,8 10,8 0,7
CV =12 °CV = 4.4

*CV = Coeficiente de variabilidade para as amostras de CF.
°CV = Coeficiente de variabilidade para as amostras de PA.
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6.2.1. Aplicacoes

Para verificar o desempenho dos modelos propostos, o método foi aplicado
para a determinacdo simultinea de CF e PA em oito amostras farmacéuticas.
Quantidades conhecidas de ambos os analitos foram adicionadas em nivel de mg g™
em misturas de excipientes com duas propor¢des testadas, como descrito na se¢ado
experimental (item 4.5). Os compostos foram determinados aplicando os modelos
propostos e os resultado sao apresentados na Tabela 11. Boas recuperagdes foram
obtidas com erros de previsdo aceitaveis para as amostras ensaiadas, entretanto

ressaltando a melhor precisdao do modelo para PA em relacdo ao da CF.

Tabela 11. As concentragdes de PA e CF (adicionada, encontrada), expressada em
mg g sio médias de trés determinagdes; proporgdo 1 e 2 = 70:14:9:4:3 ¢
75:12:8:3:2 m/m, respectivamente.

Am Pr PA CF
Ad  Enc Rec (%) Ad Enc Rec (%)
225 218 97 +3,4 25,2 25,5 101+64

1 225 227 101 £ 0,8 25,2 26,8 106+ 6,7
254 259 102 +£5,2 33,6 309 92+54
254 243 96 + 3,1 33,6 30,5 91+44
225 215 96 £ 2,2 25,2 27,2 108+74

2 225 231 103 +5,5 25,2 27,6 110+2,5
254 258 102 +4,0 33,6 31,3 93+52
254 245 9744 33,6 31,2 93+438

Am = amostra; Pr = propor¢des; Ad = adicionado; Enc = encontrado; Rec =

0 N N ]l bk~ W N~

recuperado; PA = paracetamol, CF = cafeina.
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Portanto, os procedimentos espectrofluorimétricos em fase solida para a
determinacdo simultdnea dos compostos acima citados em formulacdes
farmacéuticas foram rapidos, precisos e forneceram resultados satisfatorios, mesmo
apresentando elevada sobreposicdo espectral das bandas. Deste modo, algumas
limitagcdes inerentes aos procedimentos analiticos tradicionais, assim como,
intensivas etapas de separagdo, elevado tempo de andlise e consumo de reagentes

foram reduzidos.
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7. CONCLUSOES

69




Tese de Doutorado

7. CONCLUSOES

Neste trabalho foram desenvolvidos métodos analiticos para a
determinagdo de AAS e PA em amostras farmacéuticas. Estes métodos atendem as
exigéncias requeridas pela area farmacéutica apresentando faixa de trabalho
compativel com os valores encontrados em formulagdes farmacéuticas, além de boa
correlagdo e baixo desvio padrao relativo. Frente aos outros métodos descritos na
literatura, estes apresentaram como principal vantagem o fato de nao necessitar da
etapa de preparo de amostra, a qual ¢ imprescindivel para a maioria dos métodos
analiticos e, geralmente, costuma ser uma das maiores fontes de erro, chegando a
ser equivalente a 30% [84]. Além disso, os métodos desenvolvidos apresentam
menor custo por ndo necessitarem do emprego de reagentes ou vidrarias, além de
possibilitar um elevado niimero de determinagdes analiticas por dia. Portanto, estes
dois métodos encontram-se aptos para serem empregados em andlises rotineiras em
industrias quimica e/ou farmacéutica.

O interesse em determinar simultaneamente um ou mais composto em uma
mesma amostra tem aumentado cada vez mais devido a necessidade de conseguir
um maior numero de determinagdes num menor intervalo de tempo. Neste trabalho,
foi demonstrado que isto também ¢ possivel em matriz solida, desde que se faca
uso de ferramentas estatisticas. Desta maneira, neste trabalho desenvolveu-se um
método para determinacdo simultdnea das misturas (CF e AAS) e (CF e PA). Foi
demonstrado que apesar de haver forte sobreposicdo espectral, os modelos
construidos apresentaram grandes perspectivas para qualificar e quantificar esses
compostos. O processo de calibracdo multivariada fundamentado em regressao por
minimos quadrados parciais (PLSR-1) permitiu a melhor modelagem para os

compostos em estudos. Todos os modelos apresentaram bom desempenho de
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previsdo, uma vez que para a maioria das amostras usadas no grupo para validacao
externa, os residuos foram inferiores a 10 %.

Desta maneira, este trabalho traz uma contribui¢gdo muito importante para a
area quimica e farmacéutica por ter demonstrado que ¢ possivel obter informacoes
qualitativas e/ou quantitativas no estado solido, empregando métodos de calibracdo
univariada para amostras individuais ou para a determinagdo simultanea de
misturas, usando modelos de calibragdo multivariada. Os métodos propiciam
analises rdpidas, sdo nao destrutivos, possibilitam realizar analises in line e on line
em processos de produgdo, nao geram residuos e deste modo contribuem para a
nova tendéncia de quimica limpa, podendo vir a serem de relevante aplicagao tanto
em indastrias quimicas como farmacéuticas. Entretanto, ¢ necessario ter
conhecimento prévio dos excipientes, assim como de suas proporgdes, para que o

método possa ser aplicado.

71




Tese de Doutorado

8. PERSPECTIVAS FUTURAS

As boas caracteristicas dos métodos apresentados nesta tese, como: ser nao
destrutivos, possibilitam realizar andlises in line e on line em processos de
produgdo, nao geram residuos e principalmente baixo tempo de andlise, pode-se
sugerir uma série de propostas que fazem uso destas caracteristicas peculiares.
Como sugestao, seria expandir para outros medicamentos que realmente necessitam
de um controle mais rigido na linha de producdo, ou seja, para aqueles em que uma
pequena alteragdo na sua composi¢cdo possa trazer algum risco a saude humana.
Entretanto, para andlises fluorimétrica ¢ essencial que o composto de interesse
apresente fluorescéncia natural, uma vez que, no estado sélido ndo € possivel
realizar etapas prévias de derivatizacao.

Outro estudo interessante, esta relacionado a homogeneidade da mistura de
componentes soOlidos para a produgdo de comprimidos, pois na industria
farmacéutica hd uma preocupacao muito grande em relagdo a este parametro.

Além disso, como a fluorescéncia ¢ sensivel ao tamanho das particulas,
também ¢ possivel realizar estudos a fim de controlar o tamanho das mesmas, a

qual ¢ uma etapa muito importante para avaliar a eficacia dos medicamentos.
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