-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by ;{ CORE

provided by Universidade de Lisboa: Repositério.UL

Universidade de Lisboa
Faculdade de Ciéncias

Departamento de Quimica e Bioquimica

LISBOA

UNIVERSIDADE
DE LISBOA

Aplicacdes da Espectroscopia de Infravermelho Préximo
na Monitoriza¢ao de Processos Farmacéuticos

Diogo Faria Magalhaes

Dissertacao de Mestrado

Mestrado em Quimica Tecnologica

2014

- PUBLICA -


https://core.ac.uk/display/32332008?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Universidade de Lisboa
Faculdade de Ciéncias

Departamento de Quimica e Bioquimica

LISBOA

UNIVERSIDADE
DE LISBOA

Aplicagoes da Espectroscopia de Infravermelho Proximo
na Monitoriza¢ao de Processos Farmacéuticos

Diogo Faria Magalhaes

Dissertacao de Mestrado
Mestrado em Quimica Tecnolodgica
2014
Orientadores:

Prof. Fernando José Vieira dos Santos (FCUL)

Dr.2 Dalia Maria Dias Barbosa (Cipan)



“He succeeded in being considered totally uninteresting. People left him alone. And
that was all he wanted.”

Patrick Stskind, Perfume: The Story of a Murderer



Agradecimentos

A elaboracdo da minha Dissertacao so foi possivel gracas a colaboracao de varias pessoas que

me apoiaram desde o inicio do Mestrado até ao final do Estagio Curricular.

A Eng? Iva Vinhas que me ajudou desde o inicio a tentar perceber o funcionamento da Cipan e

da técnica usada neste trabalho.

A Dr2 Ddlia Barbosa que, apesar de toda a reviravolta que a Cipan sofreu, sempre me apoiou

em tudo o que necessitasse.
O Professor Fernando Santos por me ajudar em todas as duvidas na realizacdo da Dissertacao.

A todos os funciondrios da Cipan que me ajudaram neste ano, pois foi uma nova fase da minha
vida e, apesar de ndo me conhecerem, sempre me deram um sorriso e for¢a para conseguir

um bom trabalho.

A todos os meus amigos... aqueles que surgiram nesta nova fase e tornaram este percurso
mais facil de se fazer, aqueles que estdo comigo desde sempre, por me conhecerem melhor
gue ninguém e saberem sempre as palavras certas para mim, a todos eles que sempre me
apoiaram, sempre me incentivaram a continuar o trabalho, sempre me aconselharam da

melhor maneira e que sempre estiveram Ia para mim, um grande obrigado.

E por ultimo mas ndo menos importante, um especial obrigado aos meus pais, que me
acompanharam em toda a minha vida pessoal e académica e que agora lhes dedico este

trabalho, pois sem eles, nada disto seria possivel.



Resumo

O presente trabalho teve como objectivo testar a versatilidade da Espectroscopia de
Infravermelho Préximo (NIRS), num contexto de monitorizacdo de processos farmacéuticos. A
actividade experimental foi realizada nos laboratérios de Investigacdo e Desenvolvimento da
empresa Cipan. De forma a simplificar a compreensdo do trabalho, este foi subdividido em

quatro partes, consoante o tipo de amostra presente e o seu fim com a técnica.

Na parte A, referente as amostras do composto A para medicao da humidade, foi construido
um modelo com 18 factores, usando a regido espectral entre 9000 cm™ e 3800 cm™. O seu SEP
(Erro Padrdo de Previs3o) foi de 0,087 mg/mL e o R* (coeficiente de correlagdo linear) foi de

0,993.

Na parte B, referente as amostras do composto B para medicdo da humidade, foi construido
apenas um modelo com 10 factores, usando a regido espectral entre 12000 cm™ e 4500 cm™. O

seu SEP foi de 0,029 mg/mL e o R? foi de 0,999.

Na parte C, referente as amostras resultantes de varios processos fermentativos para medicao
do substrato (composto C) e produto (composto D), foram construidos 9 modelos variando a
regido espectral entre 9000 cm™ - 8500 cm™ e 6400 cm™ - 5400 cm™. O modelo escolhido foi o
D com um SEP de 6,71 mg/mL e o R? de 0,976 para o compost C e para o compost D o SEP foi
de 6,94 mg/mL e o R* foi 0,991.

Na parte D, referente ao isolamento/concentracdo do produto resultante das fermentagdes, o

trabalho foi dividido em seis partes:aA,BeC,D,E,Fe G.

A técnica de NIRS mostrou ser uma alternativa aos métodos de referéncia usados, pois além de
ter uma exactiddo semelhante, é mais rapida, ndo necessita de prepara¢do de amostras e ndo

recorre a solventes.

Palavras-chave

Espectroscopia, Infravermelho Préximo, Quimiometria, Industria Farmacéutica, Fermentagao,

Isolamento, Andlise Qualitativa e Quantitativa.



Abstract

This work has the objective to test the versatility of the Near-Infrared Spectroscopy, in the
context of monitoring pharmaceutical processes. The experimental activity was held in the
Research and Development laboratories at the Cipan company. In order to simplify the
understanding of the work, this was divided into four parts, depending on the type of sample

and its propose with the NIR spectroscopy.

In the part A, referent to the samples of the compound A for measuring moisture, it was built
one model with 18 factors, varying the spectral range between 9000 cm™ and 3800 cm™. The
SEP (Standard Error of Prediction) was 0,087 mg/mL and the R? (linear correlation coefficient)

was 0,993.

In the part B, related to the samples of the compound B for measuring moisture, it was built
one model with 10 factors, varying the spectral range between 12000 cm™ e 4500 cm™. The

SEP was 0,029 mg/mL and the R* was 0,999.

In the part C, referent to samples derived from various fermentation processes for measuring
substrate (compound C) and product (compound D), nine models were built, varying the
spectral range between 9000 cm™ and 8500 cm™ and 6400 cm™ and 5400 cm™. The chosen
model was the D with a SEP of 6,71 mg/mL and a R? of 0,976 to compound C and to compound
D the SEP was 6,94 mg/mL and the R* was 0,991.

In the part D, referent to isolation / concentration of the product resulting from the

fermentation, the work was divided into six parts: A, Band C, D, E, Fand G.

The NIRS technique proved to be an effective alternative to the reference methods used,
because because in addition to having a similar accuracy, is quicker, requires no sample

preparation and does not use solvents.

Key-words

Spectroscopy, Near Infrared, Chemometrics, Pharmaceutical Industry, Fermentation, Isolation,

Qualitative and Quantitative Analysis.
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A empresa - Cipan

Apds a guerra, o mundo procura refazer-se e os mercados sofrem de enormes necessidades
em todos os campos. No mundo farmacéutico a concorréncia é entdo quase nula, e o consumo

de medicamentos sé pode aumentar. O mercado oferece entao oportunidades inexploradas.

Em 1947, a Atral resumia-se a uma modéstia farmacia, no entdo bairro pobre de Alcantara em
Lisboa. Superada uma pequena crise financeira inicial, em 1949 a vida da empresa ganha um
novo félego, contractando técnicos, aumentando o volume de facturacdo, percorrendo todos

os continentes e iniciando um sélido movimento de exportacao.

No ano de 1956, as necessidades em matérias-primas eram tais, que comegou a pensar-se no
respectivo fabrico. A aprovacdo das instalacGes fabris Atral pela FDA e exportacdo de

guantidades importantes de produtos semiterminados para os EUA via ilhas Virgins, em 1958.

A construcao do complexo fabril Cipan é terminada em 1963, tornando possivel a producdo de
antibidticos. Em 1965 ha a aprovacdo pela autoridade dos E.U.A (FDA) da introducdo no

mercado dos produtos Cipan.

Com o aumento da producdo, a empresa sentiu a necessidade de expansdo, entrando em
paises como o Brasil, Finlandia e Espanha. Em 1987, as producGes da Cipan englobam 8
antibidticos por fermentacdo (Eritromicina, Democlociclina, Doxiciclina, Penincilina,
Gentamicina e Lincomicina) e 4 por semi-sintese (Amoxicilina, Ampicilina, Cefalosporina e

Minociclina).

Em 2006 a empresa GSfarma entra no grupo farmacéutico, ficando assim constituido pela

Atral, Cipan, Prinmon, Vida, GSfarma, Mediscript e Mediquimica.

Para 2015 a empresa tem o objectivo de se tornar o maior e melhor grupo quimico-
farmacéutico portugués no mercado nacional e internacional, reconhecido como um parceiro

cientifico, tecnolégico e comercial de exceléncia.

XV



A- Introducdo

1. Evolugdo historica

A radiacdo Infravermelha foi descoberta em 1800 por Frederick Herschel numa experiéncia
onde pretendia medir a temperatura do espectro visivel. Herschel usou um prisma de vidro
onde a luz solar o atravessava, decompondo-a em todas as cores do espectro. Com a ajuda de
uns termdémetros, mediu o calor relativo das diferentes cores. A temperatura mais alta foi
encontrada no termdémetro de referéncia deixado depois da extremidade vermelha do
espectro de radia¢do visivel, descobrindo assim o que hoje é chamado de radiacdo

infravermelho proximo (Ceitil, 2007).

O primeiro espectrofotometro NIR apareceu em 1954. Foi o interesse pela industria de
plasticos Inglesa, conjuntamente com o sector agricola, que impulsionaram o desenvolvimento
e modernizacdo dos instrumentos de NIR. Em 1960, Karl Norris, comecou por investigar novos
métodos de determinar a humidade em produtos agricolas. O primeiro resultado, publicado
em 1965, descrevia um modelo de dois comprimentos de onda para correlacionar os dados
espectrais para a concentracdo do analito. Foi s6 em 1980 que os instrumentos NIR se
tornaram disponiveis. Uma década depois, a introducdo das fibras dpticas e a evolucdo do
microprocessador permitiu tornar o NIRS uma técnica aceite para monitorizacdo e controlo

dos processos industriais (Ceitil, 2007)
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Figura 1 — Evolugdo do NIRS ao longo dos anos. Adaptado de (Leitdo, 2012).



2. Espectroscopia de Infravermelhos préximo, um método em ascensdo

Existem vdrias técnicas de espectroscopia que tém sido aplicadas para diversos processos
analiticos, tais como a espectroscopia de infravermelho préximo, a espectroscopia de

infravermelho médio (MIRS) e a espectroscopia Raman. Porém, nos ultimos anos, devido a sua

versatilidade analitica, a espectroscopia NIR tem despertado grande interesse num contexto
PAT na industria farmacéutica, devido as suas vantagens como ferramenta analitica (Ceitil,

2007).

Durante muitos anos, as principais aplicacbes da espectroscopia de infravermelho préoximo
tém sido a escala laboratorial, isto é, como substituto dos métodos analiticos convencionais
(métodos de referéncia). Contudo, hoje em dia o NIRS é considerado como uma das
ferramentas fundamentais da iniciativa PAT, largamente reconhecida como um método
analitico poderoso para analises farmacéuticas e quimicas, devido a sua potencialidade em
medi¢Ges qualitativas (e.g., identificacdo) e quantitativas (i.e., doseamento), rapidas e nao

destrutivas num processo (Ceitil, 2007).

Existem ainda outras técnicas espectroscdpicas que podem ser usadas para realizar funcdes
como o NIRS, tais como o Ultravioleta/Visivel, a RMN e a Espectrometria de Massa. A
espectroscopia UV-VIS é usada para determinagdo quantitativa de iGes nos metais de
transicdo, compostos organicos e macromoléculas, a RMN é geralmente usada no campo da
petroquimica e a espectrometria de massa é usada para identificar diferentes moléculas que
compdem uma substdncia, através da relacdo massa/carga dos seus iGes (Pereira, 2011).
Contudo, estas técnicas descritas tém vindo a ser substituidas pela espectroscopia NIR, face as

vantagens que esta apresenta.



2.1 Vantagens e Desvantagens

Uma das principais vantagens do uso de NIRS é o facto de ndo necessitar de preparacdo da
amostra, poupando tempo e reagentes. E uma técnica ndo destrutiva e n3o invasiva
(adequado para uso in-process), tem uma aplicacdo quase universal (qualquer molécula que
contenha as ligagdes C-H, N-H, S-H ou O-H pode ser analisada) e o tempo de andlise pode ser

de apenas alguns segundos (Ceitil, 2007).

Contudo, até recentemente, eram poucas as industrias que recorriam a esta técnica em
analises de rotina, porque os espectros de NIR sdo complexos e ndo sdao de interpretacdo
directa. Isto deve-se ao facto das bandas de absorcdo serem geralmente sobrepostas e
podendo aparecer ndo-especificas e mal entendidas, ou seja, necessitam de um pré-
processamento para que as diferengas espectrais sejam sobressaidas, visto que a 12 vista pode
nao ser possivel detectar. Além do mais, o desenvolvimento de modelos de calibracdo requer

pessoas experientes na aplicacdo de ferramentas matematicas avancadas.

Geralmente, a espectroscopia de infravermelho préximo é uma técnica secunddria. Assim,
para métodos quantitativos, deve existir um método preciso para medir a propriedade de

interesse e o erro do método de referéncia deve ser sempre conhecido.

Contudo, através da aplicagdo do algoritmo da transformada de Fourier a espectroscopia no
infravermelho, algumas das desvantagens enumeradas sdo ultrapassadas, o que permite o
desenvolvimento, com a utilizagdo de técnicas quimiométricas, de metodologias de analise

mais simples (Pereira, 2011).



2.2 Regiao espectral NIR

A regido do infravermelho estende-se desde o final da regido espectral visivel (700 nm ou
14285 cm™) até ao inicio da regido espectral do Infravermelho fundamental (2500 nm ou 4000

cm™) (Metrohm, 2013). Dentro do IV, podemos subdividir em 3 partes distintas (Pereira, 2011):

- Infravermelho longo (FIR): 4x10”- 10° nm
- Infravermelho médio (MIR): 2500 — 4x10* nm
- Infravermelho préximo (NIR): 780 — 2500 nm
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Figura 2 - Espectro electromagnético. Adaptado de (Costa, 2000)

A radiagdo NIR possui baixa energia e a sua interac¢do com a matéria produz apenas transi¢ées
e excitacdo dentro do mesmo estado fundamental de vibracdo (Paula F. Costa). As bandas de
absor¢do mais proeminentes que ocorrem na regido do NIR estdo relacionadas com as
alteracdes do momento dipolar de uma molécula (bandas de combinacao, overtones). Por isso,
moléculas diatomicas homonucleares ndo sdo detectaveis num espectro de NIR enquanto
compostos com ligacdes quimicas heteronucleares (C-H, N-H, O-H e S-H) sdo, em geral,

facilmente detectados na regido espectral NIR.

Assim, maior parte das espécies quimicas e bioquimicas exibem bandas de absorg¢do Unicas na
regido espectral de NIR que podem ser usadas quer para propdsitos qualitativos ou

guantitativos (Metrohm, 2013).



Tabela 1 — Comprimentos de onda e numero de ondas de algumas bandas no IV para compostos organicos e de
enxofre. Adaptado de (Metrohm, 2013).

Comprimento de onda Numero de onda

Comportamento
(nm) (cm™)
2500 4000 Alongamento da ligagdo S-H
2200-2460 4545-4065 Alongamento da ligagdo C-H
2000-2200 5000-4545 Alongamento da ligagdo N-H e O-H
1620-1800 6173-5556 Primeiro sobretom do alongamento da ligagdo C-H
1400-1600 7143-6250 Primeiro sobretom do alongamento da ligagdo N-H e O-H
1300-1420 7692-7042 Alongamento da ligagdao C-H
1100-1225 9091-8163 Segundo sobretom do alongamento da ligagao C-H
1020-1060 9804-9434 Alongamento da ligagdo S=0
950-1100 10526-9091 Segundo sobretom do alongamento da ligagdo N-H e O-H
850-950 11765-10526 Terceiro sobretom do alongamento da ligagdo C-H
775-850 12903-11765 Terceiro sobretom do alongamento da ligagdo N-H
600-700 16667-14286 Alongamento da ligagdo C-S
450-550 22222-18182 Alongamento da ligagdo S-S

As bandas no infravermelho préximo sdo muito mais fracas que as vibra¢des fundamentais no
infravermelho médio, de onde resultam (Farmacopeia Portuguesa VIII, 2005). Esta natureza
fraca da absorcdo de NIR é uma vantagem analitica visto que permite uma analise directa de

matrizes com absorcdes fortes com alta dispersao de luz, tais como lamas, suspensdes, pastas

e pos (S. Alison Arnold, 2002).

As bandas de absorcdo de NIR sdo amplas e muito sobrepostas. Quando os comprimentos de
onda sao longos, as bandas sdo fortes, nitidas e com melhores resolucées, contrariamente a

comprimentos de onda menores (S. Alison Arnold, 2002).
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Figura 3 - Espectro NIR de alguns solventes (Metrohm, 2013).
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Os espectros NIR, além de conterem informacdo sobre a composicdo quimica da amostra,
também relacionam a informacao fisica da mesma. Um exemplo é o tamanho das particulas,
pois quanto mais grosseira estas forem, maior serd a penetracdao de luz, logo maior serd a
absorvancia. Ou seja, o tamanho das particulas produz uma linha de base desalinhada.

(Metrohm, 2013).

Na regido espectral do infravermelho préximo, com o aumento do comprimento de onda,
aumenta também a absortividade e a eficiéncia da dispersdo de luz, enquanto a sobreposicao
das bandas e a profundidade de penetragdo diminuem. Assim, a regido espectral ideal para ser
usada para a analise de uma amostra é determinada pela correspondéncia entre as
propriedades espectrais da regidao NIR com a performance analitica requerida, as requisi¢cdes

se amostragem e as propriedades fisicas da amostra (Metrohm, 2013).
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Figura 4 - Caracteristicas quimicas e fisicas da regido espectral de NIR que variam com o comprimento de onda.
Adaptado de (Metrohm, 2013).



2.3 Principios tedricos

O espectro do infravermelho longo é resultado das rotagdes moleculares induzidas pela
incidéncia da radiacdo na amostra, enquanto o MIR provém das vibragcdes moleculares
fundamentais. No caso do infravermelho préximo, as bandas de absorcdo sdo harmadnicas ou

combinagdes das bandas fundamentais do MIR (Pereira, 2011).

A radiacdo ao incidir na molécula provoca a excitagdo dos modos vibracionais, correspondendo
a diferenca de dois niveis energéticos. Assim é possivel que ocorra absorcao por parte da
molécula. Deste modo, as absorcdes ocorrem a um determinado comprimento de onda,

correspondendo a energia que permite a transicdo (Almeida, 2009).

Comparando os espectros, a espectroscopia NIR apresenta sobreposicGes e bandas de
combinacdes enquanto na espectroscopia MIR surgem com picos definidos e com
interpretacdo directa. Isto deve-se ao facto de na espectroscopia MIR apenas ocorrerem
transicdes de vibracdo fundamental. No caso da espectroscopia NIR, como os espectros sao
complexos, é necessdrio recorrer a métodos estatisticos, realizando uma calibracdo

multivariada, que utiliza varios comprimentos de onda na determinacdo de uma propriedade

(Almeida, 2009).
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Nas moléculas, os atomos estdo em constante movimento, podendo deslocar-se
momentaneamente da posicdo de equilibrio, distorcendo a molécula. S3o designados

movimentos vibracionais (Costa, 2000).

Dependendo da geometria e do nimero de atomos que as constituem, as moléculas tém
diferentes formas de vibragdo permitidas. Por exemplo, para uma molécula poliatémica com n
atomos existem 3n-6 modos vibracionais, que se podem agrupar em duas grandes classes, de

acordo com o tipo de alteracdo que causam (Costa, 2000):
- Vibragao de Extensao (Stretching) — Altera a distancia interatdmica
- Vibragao Angular (Bending) — Altera o angulo interatémico

Tomando como exemplo uma molécula triatdmica do tipo AX,, tém-se os seguintes modos

vibracionais.

Vibragdo de Extensdo

o—o e oo

Simétrica Assimétrica

Vibragdes Angular

2\ [ T

Simétrica Assimétrica

Simétrica fora do plano Assimétrica fora do plano

Figura 6 - Modos vibracionais das moléculas pertencentes ao grupo AX,.

As vibragdes resultantes do processo de NIRS sao classificadas em duas categorias, sendo estas
as de alongamento (stretching), caso se movam sobre o eixo de ligagdo, podendo ser
simétricas ou assimétricas (Figura 6) e as de deformagdo angular (bending), cujo angulo de
ligacdo entre os atomos é modificado, podendo apresentar-se como uma tesoura, baloigo,

oscilar e torgdo, dependendo do movimento efectuado (Figura 7) (Leitdo, 2012).



Oscilar Torgdo

Y Y Y

Figura 7 - Deformacgdes angulares.

2.3.1 Teoria da espectroscopia vibracional

Para explicar o comportamento vibracional das moléculas existem varios modelos, contudo
este comportamento é descrito pelo modelo do oscilador harménico linear.

Segundo este modelo, a energia vibracional de um determinado sistema é uma funcdo
guadratica da distancia entre os atomos, sendo a oscilacdo entre eles, simétrica. O modelo
considera que a ligacdo entre os atomos é feita por uma mola, em que a frequéncia de
vibragdo da mola (v) é descrita pela lei de Hooke e representada pelas seguintes equacées

(Almeida, 2009).

1 k m.M

1) Vyip = — . |- 2)u=
()vmb 2T M ()H m+M

v — Frequéncia de ligacdo da banda de absorc¢ao
k — Constante da forca da ligacdo
U - Diminui¢cdo da massa dos atomos ligados

m e M — Massas dos atomos presentes na liga¢cdo

Este modelo sé permite a transicdo entre niveis vibracionais adjacentes, dado que todos os
niveis estao igualmente espacados, e estas transicdes tém de respeitar os critérios de simetria

(Almeida, 2009).



2.4 Factores que afectam os espectros (Farmacopeia Portuguesa VIII, 2005)

e Temperatura da amostra

E importante para as soluces aquosas, nas quais uma diferenca de alguns graus pode produzir
alteracdes substanciais no espectro e também nas amostras sdélidas e pds que contenham

agua.

e Solventes residuais e Humidade

A humidade e os solventes residuais presentes nas amostras (pontes de hidrogénio) sdo
responsaveis por bandas de absorgao significativas na regido do infravermelho préximo. Sao,

de facto, a banda mais facilmente perceptivel dos espectros NIR.

e Espessura da amostra

Este factor é importante a controlar nas amostras sélidas. Deve ser controlado, quer no modo
de transmitancia, usando um comprimento 6ptico fixo, bem como no modo de reflectancia,
onde se deve controlar a profundidade de penetracdo da luz. Contudo ndao é um dos factores

prioritarios aquando a aquisicdo dos espectros.

e Propriedades dpticas da amostra

No caso dos sélidos, a superficie e espalhamento da amostra devem ser tomadas em conta,
pois a morfologia da superficie e o indice de refrac¢do afectam as propriedades de dispersdo
de materiais sdlidos. O grau de compactacdo ou dimensdes varidveis das particulas ou

acabamento da superficie podem causar diferencas significativas entre os espectros.

e Polimorfismo

As variagOes da estrutura cristalina de amostras com a mesma composicdo quimica
influenciam o espectro obtido. Diferentes polimorfos ou formas sdélidas amorfas podem ser
distinguidos pelos espectros obtidos, bem como diferentes estados de hidratagdo cristalina ou

estados de solvatacdo do mesmo material podem resultar em espectros préprios.

e |dade das amostras

Pode manifestar alteragdes fisicas, quimicas e dpticas, pelo que se deve dar atengdo as
amostras e padrées utilizados, pois estes podem ndo ser adequados a uma correcta analise

espectral.
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3. Instrumentagao

Um espectrémetro de NIR é composto por uma fonte de luz, um sistema éptico, um suporte

para amostra (ou uma interface para a apresentagdo da amostra) e um detector.

—

Fonte de luz Sistema éptico Suporte para Detector

amostras

Figura 8 - Configuragdo basica de um espectrometro de NIR.

- A fonte de luz pode ser uma lampada de halogéneo, quartzo ou LED’s. Normalmente é usada

uma lampada halogénea de tungsténio, visto que é pequena e robusta.

- O sistema 6ptico decompde o feixe de luz policromatico em comprimentos de onda
discretos. Este deve proporcionar uma largura de banda estreita em relacdo a banda de
absorcdo a ser medida e uma elevada intensidade em toda a gama de comprimento de onda

analisada (Pereira, 2011).

- O acessorio de amostra depende do tipo de amostra, podendo ser sélida, liquida ou gasosa.
O facto de ndo haver um pré-tratamento das amostras para obtencdo dos seus espectros,

permite ter uma gama variada de acessoérios adaptdveis a cada situagao.

- Os detectores normalmente usados incluem os de semicondutor, sulfureto de chumbo (PbS)
e indio-galio-arsénio (InGaAs). Os detectores de semicondutor sdo rapidos, silenciosos,
pequenos e altamente sensiveis da regido visivel até 1100 nm. Os detectores de PbS sdo mais
lentos, mas muito populares visto que tém alta durabilidade, baixo preco e sdo sensiveis desde
1100 nm até 2500 nm. Os detectores de InGaAs sdo os mais caros, pois combinam as
caracteristicas de velocidade e tamanho do detector de silicone com o alcance do

comprimento de onda do detector de PbS (Reich, 2005).
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3.1 Métodos de Amostragem

Quando se pretende adquirir os espectros NIR de uma amostra, é necessario retirar uma
quantidade do local onde se esta a desenvolver o processo. Para tal, existem diferentes

métodos de amostragem:

- Off-line: Amostragem manual com transporte para o laboratério;

- At-line: A amostra é adquirida manualmente e analisada na proximidade da corrente do

processo;

- In-situ: Uma sonda é inserida no recipiente em contacto directo com o meio para realizar a
medicdo;
- On-line: A amostra é desviada do processo de fabrico, é medida automaticamente e pode

voltar ao mesmo;

- In-line: A medicao é realizada automaticamente e a amostra ndo é removida da corrente do

processo.

On-line
In-situ

In-line

NR | € {Q 5> I

At-line Off-line

Figura 9 - Esquema dos modos de medicdo do NIRS. Adaptado de (Ceitil, 2007).
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3.2 Métodos de medicao

O modo apropriado de medicdo NIR é ditado pelas propriedades dpticas da amostra. Os
materiais transparentes sdo normalmente medidos em transmitancia (Figura 10A) e os liquidos
turbidos ou semi-sélidos e sélidos podem ser medidos transmitancia difusa (Figura 10B),
reflectancia difusa (Figura 10C) ou transflectdncia (Figura 10D/E), dependendo das suas

absor¢des caracteristicas de dispersao (S. Alison Arnold, 2002).

e Medicdo por transmissdo

A transparéncia (T) € uma medida do decréscimo da intensidade da radiacdo a determinados
comprimentos de onda, apds passagem da radiacdo através da amostra. A amostra é
atravessada pelo feixe éptico entre a fonte e o detector. O resultado pode ser apresentado

directamente em termos de transparéncia (T) e/ou de absorvancia (A) (Costa, 2000).

T_I
(3) =1L

Com,
lo — Intensidade da radiagdo incidente
| — Intensidade da radiacdo transmitida
A =-logio T =logio (1/T) = logso (lo/1)

A medida de transparéncia depende do espectro da transparéncia de fundo, necessario para o
calculo. A referéncia de fundo, normalmente, é uma célula vazia, um solvente branco ou, em
casos particulares, uma amostra de referéncia. O método aplica-se geralmente aos liquidos,

diluidos ou nao, as dispersdes, as solugdes e aos sdlidos (Farmacopeia Portuguesa VIlII, 2005).

e Medicdo por reflexdo difusa

Este método permite a medida da reflectdncia (R) uma relagdo entre a intensidade da luz
reflectida pela amostra () e a reflectida por uma superficie reflectora de fundo ou de
referéncia (I;). A radiagdao no NIR pode penetrar até uma profundidade substancial no interior
da amostra, onde pode ser absorvida pelas combinagdes de vibragdes e ressonancias parciais
das substancias em andlise presentes na amostra. A radiacdo nao absorvida é reflectida pela

amostra para o detector (Costa, 2000).
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Os espectros, com este método, sdo geralmente obtidos por calculo e transposicdo grafica do

log (1/R) em func¢do do comprimento de onda ou dos nimeros de onda.

_I
@ R=—

r

Com,
| — Intensidade da luz reflectida de modo difuso pela amostra
I, — Intensidade da luz reflectida pela superficie reflectora de fundo ou de referéncia

AR = logyo (1/R) = logo (I:/1)

Aplica-se geralmente aos sélidos. As condicdes de medicdo devem ser tao reprodutiveis
guanto possivel, de amostra para amostra. Apenas os espectros medidos em relacdo a um
fundo, possuindo as mesmas propriedades épticas, podem ser comparados uns com os outros

(Farmacopeia Portuguesa VIlI, 2005).

e Medicdo por transflectancia

Este método combina a transparéncia e a reflectancia. Quando se mede a reflectancia (T*), o
feixe de radiacdo incidente entra pela face transparente do suporte, atravessa a amostra e é
reflectida pela outra face do suporte. De seguida a radiagdo retorna atravessando de novo a
amostra e é captada pelo detector. O caminho dptico resultante é o dobro do espaco entre as

faces do suporte (Costa, 2000).

I
(5 T = -
Ir

Com,
It — Intensidade da radiagdo transflectida, sem amostra
| — Intensidade da radiagdo transmitida, medida na amostra
A* = logio (1/T%)

Esta configuragdo pode ser adoptada para um aparelho com os sistemas de reflectancia e de
fibra dptica, nos quais a fonte e o detector se situam no mesmo lado da amostra. A amostra é
examinada numa célula munida de um espelho ou de um reflector de dispersdo apropriado,
metadlico ou de uma substancia inerte, que ndo absorva na regido do infravermelho proximo

(Farmacopeia Portuguesa VI, 2005).
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Figura 10 - Modos de medi¢do do NIR: (A/B) — transmitancia, (C) — reflectancia difusa e (D/E) — transflectancia
(Reich, 2005).

Para fazer boas medi¢des dos espectros NIR, é necessario que a apresentacdo das amostras
seja apropriada, especialmente quando se trata de amostras sdlidas. O efeito de dispersdo da
luz, induzida por variacdes na densidade de empacotamento das amostras, pode causar

grandes fontes de erro nos espectros (S. Alison Arnold, 2002).
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4. Implementag¢do de um método analitico

Assim como a maioria dos equipamentos de medida, os aparelhos de NIR necessitam de uma
calibragdo prévia. No entanto, estabelecer correlagdes nestes equipamentos nem sempre é
facil, visto que os espectros sdo muito complexos e sensiveis a variacdes exteriores, fazendo
com que seja necessdrio um grande nimero de amostras e um adequado pré-processamento

(Costa, 2000).

Apds desenvolver o modelo de calibracdo, é necessdrio avaliar a sua capacidade preditiva e a

reprodutibilidade. A este processo denomina-se de validacdo externa.

O sucesso da técnica depende das etapas de construcdo dos modelos de calibragdo (pré-

processamentos correctos) e da capacidade preditiva destes (Costa, 2000).

Passo 1: Selec¢ao das amostras para a calibragao

As amostras devem ser representativas da variabilidade do processo, de modo a obter
resultados robustos. Nos modelos quantitativos, as amostras devem cobrir a gama pretendida

para o parametro a quantificar (exemplo: concentracdo).
Passo 2: Método de referéncia

O desenvolvimento de modelos quantitativos requer o conhecimento prévio dos valores das
variaveis em estudo, determinados pelos métodos de referéncia. O método de referéncia

depende do pardametro que se pretende analisar (exemplo: KF, GC, IC, HPLC, etc.).
Passo 3: Determinagao da equagao de calibragao

Uma vez obtidos os espectros e os valores do método de referéncia, determina-se a equagao
de regressao que estabelece a melhor correlagdo entre eles, recorrendo para isso a técnicas de
quimiometria. E necessdrio assegurar que o conjunto de amostras da calibragio é
representativo da variacdo nas propriedades da amostra para ser encontrada em lotes de
produtos tipicos. Depois, uma variedade de pré-processamentos e zonas espectrais podem ser
usadas para determinar o modelo ideal de determinacdo do parametro em estudo nas

amostras.
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Passo 4: Validacao

Uma vez construido o modelo de calibracdo, é necessario testar a sua capacidade preditiva.
Para tal, um novo conjunto de amostras é analisado quer pelo método de referéncia quer pelo
NIR. A quantidade de amostras do conjunto de validacdo deve corresponder a 1/3 do conjunto

de calibragao.

As novas amostras sdo analisadas nas mesmas condicdes que as do conjunto de treino. Apds
tracar o espectro, o equipamento NIR calcula, a partir do modelo de calibracdo, o resultado
(valor previsto). As respostas sdo posteriormente avaliadas em termos de reprodutibilidade e
precisao.

O coeficiente de correlagdo (R?), o erro padrdo de previsdo (SEP), e o declive e a intersecgdo

com y da linha de regressao sdo usadas para averiguar se é adequado o método de calibracao.
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5. Quimiometria

A quimiometria pode ser definida como uma disciplina quimica que usa matematica e
estatistica que relaciona as medidas efectuadas num sistema com o estado do mesmo,
permitindo saber o maximo de informagdo quimica relevante através da andlise de dados

guimicos (Costa, 2000).

Os espectros de absorcdo de NIR s3o geralmente complexos e possuem uma ampla
sobreposicdo das bandas. Além disso, as propriedades quimicas, fisicas e estruturais de todas
as espécies presentes na amostra influenciam o espectro medido. Ao medir varias amostras
numa série, se estas apresentarem pequenas diferengas entre elas, podem causar pequenas
diferencas espectrais. Isto significa que os dados de absor¢do de NIR obtidos sdo dependentes

de mais do que uma variadvel simultaneamente.

7

A quimiometria é assim usada para filtrar informacdo que se correlaciona com uma certa
propriedade de uma grande quantidade de dados. Na analise NIR qualitativa e quantitativa, a

parte relevante dos dados multivariados dos espectros é extraida sem perder informacao

importante, livrando-se de informacdo indesejada (interferéncias ou ruido).

5.1 Andlise Univariada e Multivariada

Geralmente, a calibracdo univariada é a analise mais utilizada para processos de calibracdo
Para obter resultados exactos é impreterivel que o sinal medido ndo apresente uma
contribuicdo de outros analitos, assim como necessita que exista uma relagdo entre o sinal

medido e a concentragdo do analito (Pereira, 2011).

A calibracdo multivariada, por outro lado, permite a analise de toda a informacdo obtida e
apresenta vantagens em relagdo a calibragdo univariada. Permite reduzir o ruido, a
interferéncia no sinal, a possibilidade de melhorar o modelo através dos parametros obtidos,

assim como o controlo de outliers (Pereira, 2011).

Os métodos de analise distinguem-se em dois grandes grupos: os que estabelecem calibragdes

gualitativas e os que determinam correlages quantitativas.
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5.1.1 Calibragdes Quantitativas

Este tipo de calibracdo permite relacionar os dados dpticos (espectros) com os dados dos
métodos de referéncia, isto €, consiste em estabelecer uma relagdo linear univariavel entre o
parametro em estudo e o sinal directamente relacionado com ele, produzido pelo

equipamento NIR:

(6) C= Bi A+ BO
Com,

C — Caracteristica de interesse
A - Sinal do aparelho

B; — Coeficiente da combinacao linear

E 0 modelo de regressdo mais simples e rapido. O coeficiente B; é determinado pelo método
dos minimos quadrdticos. O parametro A é a absorvancia do composto de interesse a um
determinado comprimento de onda e C a sua concentracdo, baseando-se o modelo na lei de
Lambert-Beer, que postula a proporcionalidade directa entre a propriedade da amostra e a sua
absorvancia. Para obter bons resultados com este modelo, é necessario que existam bandas

especificas que ndo sejam sujeitas a interferéncias da matriz (Costa, 2000).

Contudo, ha a dificuldade de seleccionar a banda correspondente a caracteristica da amostra,

pois cada uma requer um comprimento de onda especifico e portanto, um modelo préprio.

A solucdo é a aplicagdo de métodos multivariaveis, ou seja, incluir mais informacdo, onde em
vez de um determinado comprimento de onda, se utilizam varias zonas espectrais. Assim, os
modelos obtidos apresentam a vantagem de poderem calibrar varios parametros de interesse
em simultaneo e permitirem uma melhor andlise do problema, sendo, em geral, mais precisos,

estaveis e robustos (Costa, 2000).
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5.1.1.1 Calibrag6es e Diagnosticos

Existem varios tipos de calibracdes possiveis de construir, entre as quais destacam-se:

PLSplus,/IQ Edit Experiment x|

Erepmcessl Reqion I Outlier

— Expenment Memo

IDefauIt Experiment

— Calibration Type — Diagnostic Type

o PL5A = Self Prediction
 PLS-2 " Leverage Yalidation
" PCR % Croze Validation

i PCA " Calibration

£ Discriminate

Files Ot |-| E
Factars |25 E File Order ISequential "I

Save | Cancel | Help |

Figura 11 - Tipos de calibragdes e diagndsticos existentes para o tratamento dos dados.

a) PCA - Andlise de Componentes Principais

Baseia-se no cdlculo de um novo conjunto de varidveis, designadas factores ou componentes
principais (PC), que sdo combinagdes lineares das varidveis originais, forcadas a serem
linearmente independentes. Deste principio resulta, em termos praticos, que a contribuicdo de
um factor para o modelo ndo é afectada pela presenga ou auséncia de qualquer outro (Thermo
Galatic, 2002). O que torna o PCA diferente é o facto de considerar exclusivamente as variaveis
que caracterizam o sistema (amostras), ndo as relacionando com informacgGes exteriores

(Costa, 2000).

O algoritmo de PCA decompde a matriz das observacdes de forma a capturar as principais
tendéncias/padrdes nos dados, criando um novo espaco subdimensional onde as variaveis
originais sdo projectadas. A representacdo grafica das novas varidveis, scores e loadings,

permite uma supervisdo do problema de uma forma simples e rapida (Costa, 2000).
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Calculo do nimero de Componentes Principais

O numero de componentes principais é, em geral, escolhido com base no valor do PRESS,
somatadrio dos erros de previsdao das observacgdes ou dos valores analiticos pelo modelo de PCA
ou PLS, respectivamente. Quanto menor for o PRESS, para o mesmo numero de PC, entdo
melhor o modelo (Thermo Galatic, 2002).

Geralmente, o nimero maximo de componentes principais que um modelo pode usar é igual a

metade do nimero de observacgdes.

(7) PRESS=X7,(Cr— Cp)?

Onde,
C, — Concentragdo prevista
C, — Concentracgao real

n —n2 de amostras

b) PCR - Regressao dos Componentes Principais

Baseia-se na aplicagdo do modelo de MLR as novas varidveis calculadas a partir das originais,
por aplicacdo da técnica PCA. Este método, em vez de decompor a matriz X (varidveis
independentes) e Y (varidveis dependentes), decompde apenas a matriz X. O algoritmo usado
em PCR decompdGe a matriz X tal como o PCA e relaciona os resultados do PCA aos dados das
propriedades de interesse. Ou seja, € um modelo construido em duas fases; primeiro
comprime os dados espectrais por PCA e depois realiza, sobre as novas varidveis, a regressao

linear contra os dados analiticos (Costa, 2000).

c) PLS — Regressao por Minimos Quadrados Parciais

Este método é também uma técnica de decomposicdo espectral, mas usa a informacdo
analitica nesse processo, ou seja, realiza em simultdneo a compressdo dos dados e a sua
regressao contra os valores analiticos. Assim, os espectros onde os constituintes estdo mais

concentrados, tém maior peso na calibragdo (Costa, 2000).
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Uma vantagem destes métodos, em particular do algoritmo de PLS, é a possibilidade de
diagnosticar de forma facil a presenca de outliers. Estes podem ser identificados pela
observacdo dos residuos, através da observacdao das amostras com valores de residuos

superiores aos da média do conjunto de calibracdo (Thermo Galatic, 2002).

Relativamente ao tipo de diagnodstico aplicado nas calibragdes usadas, os mais comuns sdo:

d) Auto-previsao

E 0 método mais simples e rapido, contudo n3o é o melhor uma vez que todos os espectros do
conjunto de calibragdo sdo utilizados na construcdao do modelo e depois previstos pelo mesmo.
Como resultado, o PRESS diminui sempre com o aumento do nimero de componentes
principais, ou seja, ndo existe reconhecimento de ruido e toda a informacgdo é aparentemente

importante (Costa, 2000).

e) Validagdo Cruzada

Consiste numa validacdo cruzada em que se exclui, iterativamente, uma (ou mais) amostra(s)
do conjunto de calibracdo, e apds construcdo do modelo, prevé-se o valor analitico da(s)
mesma(s), de forma a minimizar o erro de previsdo. Assim, o PRESS comeca inicialmente por
diminuir até chegar a um minimo. A partir dai o acréscimo de componentes principais leva ao
seu aumento, o que significa que esses novos PC ja ndo tém relacdo com dados, estdo a

modelar ruido, fendmeno que se designa correctamente por Overfitting (Costa, 2000).

5.1.1.2 Pré-processamento dos dados

O objectivo desta etapa é anular interferéncias que nao estdo relacionadas com os parametros
de interesse de forma a minimizar erros e aumentar a linearidade entre as varidveis em
estudo. Assim, foram desenvolvidos varios métodos que removem/minimizam tais efeitos,
sendo, na sua maioria, especificos para cada tipo de interferéncia, podendo actuar sobre
comprimentos de onda individuais (Normalizacdo) ou utilizar multiplos (Derivacdo) (Costa,

2000).
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Figura 12 - Pré-processamentos existentes para tratamento dos dados.

Para a preparagao de dados, existem duas op¢des:

a) Média Central

E quase sempre usado quando é necessario o calculo de uma calibragdo multivariada. Consiste
no calculo de um espectro médio do conjunto de calibragdo seguida da sua subtrac¢do a cada
um dos espectros, de foram a evidenciar as diferengas entre eles, removendo um padrdo

comum (Thermo Galatic, 2002).

b) Variagdo da Escala

’

E usado para enfatizar pequenas variagdes nos dados, dando a todos os valores um “peso”
igual. E calculado dividindo a resposta a cada ponto de dados espectrais pelo desvio padrio

das respostas de todos os dados de treino até aquele ponto (Thermo Galatic, 2002).
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Para a correccdo do percurso optico (dispersdo da luz), os pré-tratamentos usados sdo:
a) Medido

E util em casos onde o percurso éptico das amostras é de aquisicdo facil. Pode ser usado para
corrigir amostras onde o percurso éptico das “desconhecidas” ou ndo pode ser medido ou é
esperado que variem substancialmente durante um periodo de tempo. Contudo, medir com
precisdo o percurso optico de cada amostra torna-se um processo moroso (Thermo Galatic,

2002).
b) MSC - Correc¢ao da Dispersao da Luz

Assume que a dispersdo com o comprimento de onda é independente da absorgdo dos
constituintes. E semelhante a uma normalizacdo, mas em vez de calcular uma linha de base

IM

arbitraria, calcula um espectro médio, que considera como “ideal” a lineariza cada espectro

em funcdo deste (Thermo Galatic, 2002). E normalmente usado em amostras sélidas.
¢) SNV -—Variagdo Normal Padrao

Este método é calculado em duas partes. O SNV é aplicado primeiro para corrigir os efeitos das
interferéncias multiplicativas da dispersdao e do tamanho da particula, semelhante ao MSC.
Depois o segundo algoritmo é aplicado para remover as variagdes adicionais na linha de base

(Thermo Galatic, 2002).
d) Normalizar

Consiste em calcular a absorvancia média de cada espectro, subtrai-la a absorvancia a cada
comprimento de onda, e dividir o resultado pelo desvio padrdo dos valores de absorvancia. E
uma ferramenta particularmente indicada em calibragdes qualitativas (Thermo Galatic, 2002).

E normalmente usado em amostras liquidas.
e) Espessura

Deve existir uma banda isolada em cada espectro que seja notdvel de um constituinte que ndo
varie a concentracdo em todas as amostras, para ambas as amostras de calibracdo e previsdo
(Thermo Galatic, 2002). Uma vez que a banda espectral escolhida é assumida como sendo
invaridavel em todas as amostras, um aumento ou diminuicdo da absor¢do dessa banda no
espectro pode ser assumido como sendo inteiramente devido a um aumento ou diminui¢ao do

percurso éptico da amostra (Thermo Galatic, 2002).
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As alteragdes na linha de base podem ser provocadas por variagdes ambientais, do aparelho

ou no manuseamento da amostra. Para corrigir tais variagGes, existem os seguintes métodos:

a) Manual

Consiste em escolher dois pontos da linha de base, normalmente um em cada extremo da
regido espectral, e definir uma recta, que depois sera subtraida ao espectro. O principal
problema é a seleccdo desses dois pontos que devem ser em zonas de ndo absorcdo (Costa,

2000).
b) Primeira e Segunda Derivada

E um dos melhores métodos na remoc3o de problemas da linha de base. A 12 derivada de um
espectro é uma medida do declive da curva espectral em cada ponto. A inclinacdo da curva
nao é afectada pelos deslocamentos da linha de base do espectro e, assim, a primeira derivada
é um método muito eficaz para remover os efeitos de base. Tem a desvantagem de os

espectros resultantes serem complexos (Costa, 2000).

Os algoritmos mais comuns para o cdlculo das derivadas de espectros sdo o Método de Gap e
o Método de Savitsky-Golay. Em qualquer das situacdes, é necessdrio definir a janela de

calculo, isto é, a dimensao do intervalo de calculo, normalmente em nimero de pontos.

5.1.1.3 Selec¢ao de regiGes espectrais

Os modelos multivaridveis permitem incluir a totalidade do espectro nos calculos, mas por
vezes essa ndo é a melhor opcdo, podendo mesmo optimizar-se a calibragcdo ao excluirem
regides que ndo acrescentam informagdo Util, por vezes mesmo apenas ruido, porque

correspondem a:
- RegiGes de pior desempenho do espectrofotometro
- Zona em que os constituintes de interesse ndo absorvem

- Regides de nao linearidade

25



Para saber qual a zona espectral indicada, calcula-se o coeficiente de correlagdo linear entre os
espectros para a calibracdo, para os varios comprimentos de onda, indicando, ndo so, o grau
de correlacdo existente entre a absorvancia das vdrias amostras, mas também do tipo de

correlagdo, isto é, positiva ou negativa.

As zonas espectrais de grande correlagdo devem ser incluidas nos céalculos de calibracdo. A
seleccdo espectral tem de ser muito cuidadosa porque, em geral, verifica-se que quanto mais

informagao espectral contiver o modelo, mais robusto e maior capacidade preditiva tera.

5.1.1.4 Deteccao de outliers

Um outlier é uma amostra que apresenta caracteristicas substancialmente diferentes das do
conjunto de calibracdo. Tais diferencas sdo, normalmente, o resultado de medi¢6es/leituras

incorrectas, que podem dever-se a:

e Dados Analiticos: Erro na técnica de calibracdo primaria; Erro de transcriciao de dados
(Costa, 2000)
e Dados Espectrais: Erro do espectrofotémetro; Erro de manipulacdo da amostra;

Variacdo das condi¢cbes ambientais (Costa, 2000)

Podem ser detectados através das ferramentas de diagndstico dos métodos multivariados,
sendo o numero tipico e aceitdvel de outliers de 5% a 10% do conjunto da calibragdo,
dependendo da complexidade das amostras (Costa, 2000). Visualmente também é possivel de
identificar um outlier, apesar de ndo ser o mais correcto. Quando um espectro apresenta um
comportamento muito diferente dos restantes ou quando o seu “peso” é maior no grupo,

pode considerar-se que essa amostra ndo pertence ao grupo de analise, podendo ser excluido.

Nao é estritamente necessario excluir sempre os outliers para garantir que a calibragdo tenha
uma boa capacidade preditiva. Existem formas de minimizar a contribuicdo dos outliers,
tornando o modelo insensivel a eles, por exemplo, atribuindo-lhes um menor peso em relagdo

as restantes amostras.

26



5.1.2 Calibragdes Qualitativas

Os algoritmos utilizados tém como objectivo reconhecer padrdes entre as amostras,

agrupando-as em classes de semelhanca.

Tracando varios espectros da mesma amostra, eles nunca serdo iguais, devido a variacdes
ambientais, do aparelho, etc. Contudo, as intensidades relativas de cada comprimento de onda
devem ser muito semelhantes. Matematicamente, este método desenvolve um modelo que
caracteriza cada grupo com base na média e desvio-padrdao das principais caracteristicas

espectrais que possuem (Costa, 2000).

A maioria dos métodos recorre ao PCA como técnica de compressdo de dados. Neste caso, os
scores podem ser usados nos métodos de descriminagdo, tal como sdo usados em vez da

absorvancia na construcdo da equacdo da calibracdo (Costa, 2000).

Uma das técnicas mais comuns na avaliacdo da semelhanca espectral é a combinacao de PCA

com a Distancia de Mahalanobis.

Sz -}'\2

v
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Figura 13 - Explicagdo gréfica do tipo de resultados que se obtém com o método de Mahalanobis (X assinala o ponto
médio). Adaptado de (Ceitil, 2007).

O PCA reduz o numero de variaveis, filtrando o ruido, e o método de Mahalanobis calcula o
ponto médio de cada grupo, tendo também em conta a distribuicdo das amostras que o
constituem, definindo um espagco multidimensional, cujas fronteiras determinam a gama de
variagdo aceitdvel para uma amostra ser classificada como membro, i.e., define os

agrupamentos com base na distancia eliptica dos elementos ao centrdide (Costa, 2000).
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5.2 Avaliagdo dos Métodos de Calibragao

Um bom método caracteriza-se por ser Preciso (reprodutivel), Exacto (proximidade do valor do

método de referéncia) e Robusto (insensivel a variagdes externas).

Os principais indicadores da qualidade de um método de calibracdo sao:

a) Numero de componentes principais

Quanto menor for o numero de PC, melhor, uma vez que significa que os primeiros
componentes principais conseguem a maior parte da informacdo relevante, filtrando ao

maximo o ruido.

b) SEP (Standard Error of Prediction)

Indica o valor do desvio médio das previsGes em relagdo aos valores do método de referéncia.
Quanto menor for a distancia, mais proximos serao os valores previstos pelo NIR e do método

de referéncia.

e (Yk; — Yp;)?
n

(8) SEP =

c) R%(Coeficiente de Correlacdo Linear)

Indicador do grau de ajuste da equacdo de calibracdo obtida aos dados de referéncia. Quanto

mais préximo for o valor de 1, melhor serd a calibragdo, pois havera maior linearidade.
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6. Sectores Industriais e aplicagoes

e Biotecnologia

Quando se trata de bioreactores, o rendimento do produto pode ser aumentado através da
previsdao de analitos em tempo real, permitindo um controlo atempado e optimizagdo do nivel
de nutrientes assim como a verificacdo da concentracdo. Quer as culturas de células de
mamiferos quer microbianas tém de ser monitorizadas no laboratério com instrumentos de

processo com exactiddo e confianga nos métodos quimicos (Metrohm, 2013).

e Quimica

O NIR é extremamente sensivel a absorvancia de O-H, portanto a determinacdo da humidade é
uma aplicagdo comum. Adicionalmente é sensivel a absorg¢do de ligacbes N-H, C-H e S-H, para
o qual a monitorizacdo e determinacdo do ponto final da reac¢dao sdo boas aplicacGes para

processos e reac¢bes de quimica organica.

As aplicacGes quimicas comuns incluem a determinacdo do valor de dcido, nimero hidroxilo,
conteudo antioxidante e inibidor UV, ponto de fusdo, andlise de polimeros, identificacdo de

plasticos, analise/determinac¢do de alcoois (Metrohm, 2013).

e Petroquimica

Na petroquimica, a monitorizacdo do processo de mistura com o NIR tem provado grandes
poupancas na economia, visto que propriedades cruciais, tais como o contelddo em 4&gua,
densidade, viscosidade, conteldo de aditivos, e o nimero hidroxilo podem ser medidos em

menos de um minuto (Metrohm, 2013).

e Farmacia

O fabrico de produtos farmacéuticos, desde a identificagdo de matérias-primas até a medicao
da uniformidade do conteiudo de formas de doseamento farmacéuticas, pode ser assistido
pela implementacdo de métodos NIR. As directrizes de saude, FDA Americana e Europeia,
aumentaram a carga de trabalho e rigor associado com inspec¢Ges, mistura e conteldo de
ensaios. Com a chegada de testes de conteudo a 100% para receber as inspecgdes das
matérias-primas na Europa e Canada, a tecnologia NIR pode reduzir o tempo e o nivel de

habilitacGes requeridas para ao crescente desafio do crescimento (Metrohm, 2013).
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e Polimeros

Como o NIR ndo precisa de preparacdao de amostras e é nao-destrutivo, muitos atributos de
polimeros e plasticos podem ser medidos rapidamente, para parametros quantitativos e
qualitativos. A producdo de termoplasticos, a pureza da matéria-prima e o conteido em agua
pode ser analisado com o NIRS. Aditivos como antioxidantes, inibidores UV e uns que prevéem
a descoloracdo, sdo medidos através do NIR. E uma ferramenta excelente para determinar a
entrada de matérias-primas e pontos finais de reac¢des, reduzindo o processamento a mais do

produto e aumentando a consisténcia da produgdo (Metrohm, 2013).

e Papel e celulose

A industria do papel e da celulose tem utilizado o NIRS por muitos anos, fornecendo
informacGes quantitativas e qualitativas sobre materiais de madeira de entrada e contetido em
lenhina. As andlises NIR discriminatérias podem ser usadas para determinar espécies, madeiras
resinosas. Os atributos comumente medidos do papel e da celulose sdo: conteddo em lenhina,

humidade, resina, brilho, espécies de madeira, etc (Metrohm, 2013).

e Educacdo

Apesar do NIR ser usado em aplicagGes relacionadas com a producdo, foi encontrada grande
utilidade em instala¢Ges de investigacdo e desenvolvimento. As industrias farmacéuticas usam
normalmente o NIR nas plantas piloto de operagdo para ajudar a evacuar processos diarios. O
trabalho tem como objectivo a compreensdo da uniformidade da mistura, a secagem dos

granulos, previsdo do perfil de dissolugdo e processos de liofilizagdo (Metrohm, 2013).
o Téxteis

O NIRS tem sido usado na industria téxtil para diferenciar tipos de fibras de reciclagem de
tapetes. Uma mistura de analises de diferentes fibras poliméricas pode ser analisada através
do NIR. Andlises em tempo real das aplicagdes do alcool polivinilico (PVA) dimensionado para

deformar o fio, tem sido feito com o NIR em processo online.

As fibras mais comuns detectadas pelo NIR sdo: algodao, acrilico, acetato, Kevlar, nylon-6, etc.
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7. Ambiente e Seguranga

A industria trabalha com o objectivo de aumentar a produtividade, com o menor custo possivel
e usando processos seguros e flexiveis. Este facto é fortemente motivado pela competicdo
econdmica e pelo aumento da exigéncia por produtos mais consistentes e de melhor

gualidade e por processos que causem menor impacto no meio ambiente.

A espectroscopia de infravermelhos préximo, como foi referido anteriormente, € um método
rapido, que ndo recorre ao uso de solventes. As amostras ndo precisam de qualquer tipo de

preparacao, sendo colocadas nos respectivos recipientes, para posterior analise.

Assim o NIR é um método eficaz na substituicdo de alguns métodos de referéncia, tal como o
Karl-Fisher para a determina¢do da humidade. Este método recorre ao uso de reagentes como
o lodo, o diéxido de Enxofre e a Piridina, que sdo prejudiciais quer para o homem, quer para o

meio ambiente.

Tabela 2 - Informagdes de segurancga sobre os reagentes

Inalacdo: Nocivo

Ingestdo: Causa sensibilizacdo
lodo 7553-56-2 I, Contacto com a pele: Nocivo @

Contacto com os olhos: Causa
sensibilizacdo

Inalacdo: Téxico

Dioxido de

Ingestao: Corrosao
007446-09- .
SO, Contacto com a pele: Queimaduras % é &
Enxofre 5 o
Contacto com os olhos: LesGes

graves

Inalacdo: Irritagdo nasal
Ingestdo: Téxico

Piridina’ 110-86-1 CHN Co'ntaEto com a pele: Causa @@
Irritagao

Contacto com os olhos: Causa
Irritagdo

Assim, a rdpida implementacdo do NIRS em detrimento de alguns métodos de referéncia
convencionais seria uma mais-valia para as industrias, ndo sé pelo facto de ndo necessitarem
do uso de solventes que sdo poluentes, reduzindo a sua pegada ecoldgica, mas também

porque ndo estariam a colocar os operarios em risco, ao manipular estas substancias.

1. )
Pictogramas adaptados de (ECHA - European Chemicals Agency)
% No caso dos métodos que ainda recorram a solucdes com este constituinte.
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8. Economia e Viabilidade

Hoje em dia, o NIRS é amplamente e prosperamente usado em muitos campos diferentes,
como na medicina, no controlo de qualidade, na analise de alimentos, etc. A razdo pela qual
esta técnica é cada vez mais recorrida é o facto de ser associada a baixos custos e rapidez, dois

pontos importantes para a industria.

Quando se pretende implementar um método no NIRS, é necessdrio fazer o seu estudo,
construir uma calibracdo onde o erro de previsdao seja o minimo possivel e este fica pronto a
ser utilizado. Economicamente, é uma grande vantagem face a outros métodos, pois, a partir
do momento que o método esta implementado no software, qualquer pessoa pode utilizar,
ndo sendo necessdrio um técnico especializado. O método torna-se de uso tao facil e acessivel
gue qualquer pessoa pode usar e, aliado ao facto de cada analise demorar apenas entre 15 a

40 segundos, fica o candidato perfeito a substituir muitos dos métodos usados pela industria.

O instrumento é operado por um computador, através de um programa de software, onde é
possivel ter acesso as mais recentes tecnologias de calibracdo com informacbes e com
capacidade e habilidade de troca de dados, ndo necessitando a aquisicdo de novas

actualizagdes por parte de fornecedores.

O preco dos equipamentos ronda entre os 50 000€ e os 70 000€ (Paula F. Costa), sendo
necessario esse investimento inicial, assim como é feito para qualquer outro equipamento
usado em laboratério. Como os aparelhos NIR carecem de uma verificacdo didria, a
durabilidade destes aparelhos torna-se elevada, visto hd um controlo regular. Assim, vendo de
ponto de vista econdmico, tornar-se-ia interessante se as empresas aderissem a esta técnica,

pois seria apenas lucrativo em todos os aspectos.
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B- Materiais e Métodos

Toda a fase experimental do trabalho foi executada na Cipan, nos laboratdrios de Investigacdo

e Desenvolvimento.

As tarefas propostas provinham de problemas reais que a empresa necessitava de resposta.
Assim, todos os procedimentos realizados seguiram as normas impostas pela empresa. Desde
o registo de qualquer amostra que fosse analisada, ao processo envio e rotulagem de amostras

para analise, tudo foi rastreado.

1. Sistema NIRS

Como foram tratados dois tipos de amostras (sélidas e liquidas), foram necessdrios dois
equipamentos diferentes. Contudo, o modo de proceder é muito semelhante com os dois

aparelhos.

1.1 Amostras sélidas

Os espectros foram adquiridos no equipamento de Espectroscopia de Infravermelho préximo
FT-NIR da ABB Bomem Inc, série MB-160, nimero de série SZMA480VE, equipado com um

acessorio de reflectancia para amostras.

A fonte de luz é uma lampada de Quartzo-Halogéneo, captada por um detector de Indio-Galio-
Arsénio (InGaAs), fazendo com que o aparelho trabalhe numa larga gama espectral dos 4000

cm™ aos 12000 cm™.

O seu funcionamento foi assegurado por um pacote de software designado por GRAMS/32 Al
versdo 6.01. O tratamento e pré-processamento dos espectros foram realizados no programa
PLSplus/IQ 5.09. No final, o método foi implementado no programa AIRS professional. O

tratamento estatistico para a calibracdo e validagdo foi elaborado no Excel, da Microsoft®
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1.2 Amostras liquidas

Os espectros foram adquiridos no equipamento de Espectroscopia de Infravermelho préximo
FT-NIR da ABB FTLA2000 Inc, série MB-160, numero de série 1044659, equipado com um

acessorio de transmitancia para amostras.

A fonte de luz é uma lampada de Quartzo-Halogéneo, captada por um detector de Indio-Galio-
Arsénio (InGaAs), fazendo com que o aparelho trabalhe numa larga gama espectral dos 4000

cm™ aos 12000 cm™.

O seu funcionamento foi assegurado por um pacote de software designado por GRAMS/32 Al
versdo 7. O tratamento e pré-processamento dos espectros foram realizados no programa
PLSplus/IQ 7. No final, o método foi implementado no programa AIRS professional, versdo 3. O

tratamento estatistico para a calibracdo e validacdo foi elaborado no Excel, da Microsoft®

2. Procedimento Experimental

A excepcdo da fermentacdo e do isolamento do produto da fermentacdo, todas as outras
amostras analisadas eram produtos ou reagentes usados na Cipan. Uma vez obtidos, procedia-

se a aquisicdo do seu espectro através do NIRS e o seu valor pelo método de referéncia.

Os parametros opticos, para ambos os equipamentos, foram decididos consoante o tipo de
amostra, i.e., 0 nimero de varrimentos, a resolugdo e o ganho eram diferentes para amostras

solidas e liquidas.

Tabela 3 - Condigdes de funcionamento dos equipamentos NIR

Tipo de Modo de 4 Ne Resolugdo
Gama espectral (cm™) . Ganho
amostra  funcionamento varrimentos (cm™)
Sélida Reflectancia 4500 - 12000 64 16 High B
Liquida Transmitancia 4500 - 12000 32 16 Low B
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3. Materiais e Métodos de Referéncia

Dada a variedade de processos e amostras abrangidas neste trabalho e para uma melhor

organizacao, subdividiu-se este ponto nos diferentes estudo realizados.

3.1 Composto A

As amostras do composto A sdo sélidas. Encontravam-se na forma de pé e foram colocadas no
frasco de NIR, com um espalhamento no fundo uniforme, de forma a ter uma amostra
homogénea. Aquando da aquisicdo dos espectros, as amostras eram enviadas para o Controlo

de Qualidade para determinar o valor de humidade. O método usado era o Karl-Fischer.

Neste método, se nenhuma reaccao lateral ocorrer, sera apenas determinada a quantidade de
agua. O método demora uns minutos, pode ser validado e portanto, totalmente documentado.
Desde a sua introducdo hd mais de 60 anos, o seu progresso tem sido uma conquista e em

muitos laboratdrios, é impossivel trabalhar sem ele.

Com a titulagdo de KF quer livre ou ligada, a dgua pode ser determinada, como por exemplo, a
agua a superficie de cristais e dgua dentro deles. O método funciona através de uma vasta

gama de concentracdes de ppm até 100% e fornece resultados reprodutiveis e correctos.

O agente titulante é uma solu¢do de iodo e a percentagem de humidade de uma amostra é
calculada através do titulo e do volume de titulante gasto até ao ponto final de titulagdo. As

reac¢des envolvidas na titulagdo de Karl-Fischer sdo:
CH5OH + SO, + RN = [RNH]SO5CH;
H,0 + I, + [RNH]SO5CH; + 2 RN = [RNH]SO, CH; + 2 [RNH]I

(RN = Base)

3.2 Composto B

As amostras do composto B sdo liquidas. Foram colocadas no frasco de NIR, com um volume
maximo de 1 mL. Aquando da aquisicdo dos espectros, as amostras eram enviadas para o
Controlo de Qualidade para determinar o valor de humidade. O método usado, tal como para

o composto A, era o Karl-Fischer.
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3.3 Fermentagao

As amostras resultantes da Fermentacdo sdo liquidas. Foram colocadas no frasco de NIR, com
um volume maximo de 1 mL. Aquando da aquisicdao dos espectros, as amostras eram enviadas
para o laboratério para determinar o valor do composto C e D. O método usado era a

Cromatografia Ionica.

A cromatografia idnica é uma subdivisao da HPLC. Neste método a separacdo baseia-se em
diferengas nas afinidades de permuta idnica dos analitos (Eith, 2001). Utiliza resinas de troca
idnica para separar ides atdmicos ou moleculares com base na sua interaccdo com a resina. A
separacdo dos analitos é conseguida de forma isocrdtica ou por aplicacdo de gradiente. Uma
das aplicagdes deste método é a andlise de iGes inorganicos em varias matrizes como aguas
residuais ou caldos de fermentacdo (FCT - Departamanto de Quimica - Cromatografia ldnica,

2014).

Pds-reactor

Coluna de Separacio @
Circuito da
amostra Valvula de injeccdo
- N
A" 4
Eluente Bomba Amostra

Detector

Figura 14 - Esquema representativo da cromatografia idnica. Adaptado de (Eith, 2001).

3.4 Isolamento/Concentrac¢io do produto da fermentagio

As amostras resultantes do Isolamento do produto da fermentacdo sdo liquidas. Foram
colocadas no frasco de NIR, com um volume maximo de 1 mL. Aquando da aquisicdo dos
espectros, as amostras eram enviadas para o laboratdrio para determinar o valor do composto

D. O método usado era a Cromatografia I6nica.
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4. Tratamento dos Dados

Uma vez obtidos os dados espectrais e os dados analiticos, procedeu-se a sua analise segundo

as etapas esquematizadas na Figura 15.

NIRS => Espectro € r

Amostra 1
Pré-processamento =—x) Espectro Pre- Dados Analiticos  ¢= Métodos de
processado referéncia

Algoritmos de
calibragdo =>

multivariada . ~
Modelo de calibracao

-

Analise por NIR € Lnostra2

Validagao => Comparar resultados <= Analise de referéncia

Figura 15 - Sequéncia de etapas envolvidas no processo de analise e desenvolvimento do modelo de calibragdo.
Adaptado de (Costa, 2000).

Primeiramente procede-se ao pré-processamento dos espectros (correc¢do da linha de base,
correccao do efeito da dispersao de luz, calculo da primeira ou segunda derivada, selec¢ao das
melhores regides espectrais) de forma a minimizar o ruido e realgar os sinais correspondentes
aos parametros analiticos de interesse. Seguidamente estabelecem-se modelos de correlagao

entre os dados analiticos e espectrais, por aplicagdo de técnicas de calibragdo multivariada.

A avaliacdo dos modelos efectua-se por comparacgdo entre os resultados obtidos por NIRS e os
originados pelo método de referéncia, nomeadamente no que se refere a capacidade

preditiva, reprodutibilidade e rapidez.
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C- Discussao de Resultados

O trabalho experimental pretende avaliar a potencialidade e versatilidade analitica da técnica
de Espectroscopia de Infravermelho Préximo. Assim, como foram abordados diferentes
problemas, optou-se por dividir o trabalho em quatro partes, de modo a simplificar a sua

analise.

Na parte A trata-se do controlo da humidade no composto A, na parte B do controlo da
humidade no composto B, a parte C da monitorizacdo do substrato e produto resultantes de

varias fermentacdes e a parte D do isolamento/concentracdo do produto das fermentagdes.

Origem Amostras Andlise Resultados
—\
13 Composto A
‘5}' > NIR #| Humidade
O solidos
=]
a
omposto B \ /
ﬁ
9 3 Humidade
— E w
\13 ermentacoes > NIR Lactose
'CI- Isolamento liquidos \ 2FL
0
L \ ) 2FL

Figura 16 - Esquema representativo dos quatro trabalhos realizados com o NIR.
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Parte A- Composto A

1. Introdugao

1.1 A familia do composto A

Apesar de ja terem sido descobertas hd varias dezenas de anos, continuam a ter um papel
importante em terapia, visto serem antibiéticos. (M.Manuela da Fonseca). Representam uma
das mais importantes familias farmacoldgicas e, tendo em conta o seu largo espectro de ac¢ao
antibacteriano, sdo usadas como tratamento de primeira escolha nas infeccGes bacterianas
causadas pela Chlamydia, a Rickettsia, entre outras (Cristina M. C. M. Couto, 1999). Um
exemplo recente é o seu uso como um dos componentes de uma mistura para o tratamento

de Ulceras estomacais causadas por Helicobacter pylori (M.Manuela da Fonseca).

Além da sua utilidade terapéutica, a familia do composto A tém um uso importante como
matérias-primas de partida para a producdo de antibidticos e semi-sintese. Por exemplo, a
producdo da A3 e de A4, que sdo antibidticos com melhores propriedades do que aqueles

donde foram obtidos, a Al e a A2 respectivamente (M.Manuela da Fonseca).

A descoberta do primeiro elemento da familia do composto A foi em 1945 por Benjamin
Duggar, a A5, que é um produto da fermentagdo natural da bactéria Streptomyces
aureofaciens (Elene Cristina Pereira-Maia, 2009). A partir dai foram produzidas mais de 30
elementos naturais da familia do composto A, especialmente isoladas de espécies de

Streptomyces, incluindo a A2 em 1950 (Streptomyces rimosus) (M.Manuela da Fonseca).

Além destes elementos da familia do composto A obtidas por fermentagao, varios derivados
desta série tém sido preparados por sintese quimica a partir dos elementos da familia do

composto A naturais.

39



1.2 Composto A

O composto A é um p6 cristalino, amarelo e sem odor. E estavel a temperatura ambiente, mas
quando é exposto a luz solar muito forte, comeca a escurecer. E ligeiramente soltvel em agua,
é soluvel em acido diluido e em solugGes alcalinas de hidréxido, ligeiramente soltivel em alcool

e praticamente insoluvel em cloroférmio e éter.

Os elementos da familia do composto A sdo principalmente bacteriostaticos e exercem o seu
efeito antimicrobiano através da inibicdo da sintese de proteinas. Sdo activos contra uma vasta
gama de organismos gram-negativos e gram-positivos (M.Manuela da Fonseca). Os farmacos
da classe da do composto A tém aspectos antimicrobiano muito semelhantes e a resisténcia

cruzada entres eles é comum.

e Espectro de accdo

Recebem a classificacdo de antibidticos de amplo espectro de accdo microbiana. Os elementos
do composto A actuam sobre bactérias gram-positivas e gram-negativas, clamidias, riquétsias

e até mesmo alguns protozodrios (M.Manuela da Fonseca).

e Mecanismo de accdo

Os elementos da familia do composto A agem inibindo a sintese proteica dos microrganismos
sensiveis, ligando-se aos ribossomas. Estes farmacos impedem que o RNA-transportador (t-
RNA) se fixe no ribossoma e, deste modo, a sintese proteica é inibida. Sdo considerados

antibioticos bacteriostaticos (detém o crescimento) (M.Manuela da Fonseca).
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1.3 Ficha de Seguranga

e Indicagdes de Perigo
H315 — Provoca irritagdo cutanea
H319 — Provoca irritagdo ocular grave

H335 — Pode irritar as vias respiratérias

¢ IndicagGes de Prevengao
P261 — Evitar respirar o pé/fumo/gas/neblina/vapor/aerosol

P305 + P351 + P338 — Em caso de contacto com os olhos, enxaguar com agua durante varios

minutos.

e Pictograma

D

Figura 17 - Pictograma de perigo (atengdo). Adaptado de (ECHA - European Chemicals Agency)
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2. Parte experimental

A determinag¢do da humidade nas matérias-primas e produtos intermedidrios é importante
para os processos industriais. A agua, como tem bandas bem definidas na regido do
Infravermelho Préximo, faz dela um dos melhores analitos para ser quantificado por esta
técnica, em alternativa ao seu respectivo método de referéncia. Os métodos tradicionais para
a determinacdo da humidade em produtos da industria farmacéutica sdo baseados em perda
de peso por secagem e titulacdo de Karl-Fischer. Contudo, cada um tem prds e contras em
termos de exactidao, velocidade e facilidade de manuseamento. A perda de peso por secagem
é limitada se os quimicos forem instdveis a elevadas temperaturas ou se estiverem presentes
espécies volateis. A titulacdo de Karl-Fischer é demorada e usa reagentes toxicos. Contudo,

esse é o método usado pela Cipan para determinar a humidade deste composto.

Assim, foi desenvolvida esta técnica NIRS para a determinacdo da humidade no composto A,
usando o método de referéncia Karl-Fischer. Para tal, usaram-se 79 amostras deste composto

com uma gama de calibragdo entre 0.33% e 1.39%.

Para este API, a gama de calibracao foi definida tendo por base as necessidades de controlo do
processo. Todas as amostras foram obtidas da producdo, sendo adquiridas em diferentes

tempos de secagem, para que a variabilidade de valores fosse elevada.

2.1 Instrumentagao

2.1.1 Espectroscopia NIR

Os espectros NIR foram adquiridos utilizando um espectrofotémetro ABB Bomem Inc, MB
Series FT-NIR modelo MB-160, no intervalo de comprimento de onda entre os 12000 cm™ e os
4500 cm™, com uma resolucdo espectral de 16 cm™, a uma temperatura de 25°C. Cada
espectro obtido é a média de 64 varrimentos e com um ganho em High B. O
espectrofotdmetro vem equipado com um acessério de suporte para amostras sélidas com
madulo de reflectdncia, fonte de radiacdo térmica policromatica, produzida por uma lampada
de Quartz-Halogénio e um detector de indio-Arsénio (InAs). As amostras sdo colocadas sobre o

acessorio de suporte de amostras solidas em frascos cilindricos.
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2.1.2 Técnica Instrumental de referéncia — Método de Karl-Fischer

A humidade do composto A foi determinada por titulagdo volumétrica de Karl-Fischer. Este

método é usado para a determinacgao do teor de dgua em amostras. O material usado foi:

e Bureta automatica, Metrohm, modelo 701 KF Titrino

e Balanca analitica, Mettler, modelo AG285

e Placa de agitacdo magnética com bomba de residuos, Metrohm, modelo 703 Ti Stand
e Eléctrodo de Platina, Metrohm

e (Célula de titulagdo 250 mL, Metrohm

2.1.3 Programas para aquisi¢ao dos espectros

Os espectros NIR e os dados de referéncia das amostras foram tratados pelos programas

informaticos da Galatic:

e Grams 32/Al 7.0 — Programa que permite a aquisicio dos espectros e a sua
visualizacdo, aplicando os pré-tratamentos espectrais mais habituais.

e AIRS PHARMA 3.0 com o PLSPLUS/IQ — Programa que permite desenvolver calibraces
de modo a obter os métodos de analise pretendidos. Permite trabalhar com conjuntos
de dados multivaridveis e incorpora os algoritmos quimiométricos mais comuns. Foi
utilizado para aplicar os pré-tratamentos espectrais, realizar andlises de componentes

principais (PCA) e calcular regressdes por minimos quadrados parciais (PLS).

Procedeu-se a validagdo dos modelos obtidos, cumprindo os requerimentos da Farmacopeia

Europeia, Farmacopeia Americana, ICH e EMA.
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3. Discussao dos resultados

3.1 Desenvolvimento do Método

Observando o comportamento espectral do composto A com diferentes contelddos de agua, é
possivel correlacionar este pardmetro com as regides espectrais onde as absor¢des sdo mais
notaveis. A figura 18 apresenta dois espectros do composto A com diferentes contetddos de
agua, onde é possivel observar diferencas de absor¢do na regido entre os 7100 cm™ e os 4900
cm™, sendo mais notavel perto dos 5000 cm™. Essa zona corresponde as bandas de absorc¢do
da dgua. E também notadvel que a amostra superior tem particulas mais grosseiras, pois

apresenta uma maior absorvancia, logo a linha de base é superior.

T T T T T T
Q000 s000 000 E000 000 4000

Figura 18 - Espectros de duas amostras do composto A com diferentes teores de humidade.

Primeiramente deve ser analisada a existéncia de padrdes nos dados. Ao utilizar a PCA nos
espectros adquiridos para a calibragado, apés os pré-processamentos, ndo foram encontradas
diferencas entre as amostras da producdo. A projeccdo grafica do score 1 vs score 2 permite
verificar a existéncia de agrupamentos e a natureza dos mesmo. Pela andlise da figura 19, os
pontos encontram-se todos concentrados num intervalo, o que prova que todas as amostras
sdo o composto A, pois existe uma classe bem definida. As amostras mais afastadas

(localizadas nas extremidades) correspondem a outliers.
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Figura 19 — Anélise de PCA das amostras de calibragdo para o composto A.

O modelo de calibracdo usa o algoritmo dos Minimos Quadrados Parciais (PLS) e, de modo a
obter uma calibracdo adequada, foram desenvolvidos vdrios modelos que combinavam
diferentes regibes espectrais e técnicas de pré-processamento. Para o modelo de calibragado, o
R?> e o SECV foram obtidos, permitindo uma primeira avaliagio da capacidade preditiva do

modelo.

O modelo de calibragdo escolhido usa o tipo de calibragdo PLS-1, combinado com o tipo de
diagndstico Cross Validation, a prepara¢ao de dados foi Mean Center, a correc¢ao do percurso

ptico foi MSC e a regido espectral usada foi entre os 9000 cm™ e os 3800 cm™.

Na tabela 4 é mostrado a estatistica para o modelo de calibragao.

Tabela 4 - Resultados do modelo de calibragdo PLS desenvolvido para a determinagdo da humidade do composto A

Pré-Processamento Gama es.‘iec"a' Factores R? SECV/RMSEE
(em™) (%)
MSC+MC 9000-3800 18 0,992 0,03
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Figura 20 - Concentragdo Prevista vs Concentragdo Actual para o composto A.

A figura 20 mostra a calibragdo com uma boa correlagdo. Para se obter um valor de R* t3o
perto de 1, quatro amostras foram eliminadas (outliers) do total das amostras de calibracéo.
Essas amostras eram facilmente detectadas, pois tinham valores de humidade diferentes dos
outros, o que fazia com que se afastassem muito da recta de calibracdo, tornando o
coeficiente de correlacdo menor. A causa pode dever-se com a aquisicdo dos espectros com o
NIRS ou um erro nas medi¢des do método de referéncia ou entdo as amostras foram, de facto,

retiradas da producdo com esses valores de humidade.

Residuo da amostra

Influéncia da amostra

Figura 21 - Residuo da amostra vs Influéncia da amostra para as amostras do composto A.
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Para certificar a existéncia de outliers, existem dois critérios que podem ser seguidos. Contudo,
deve verificar-se de uma forma geral se as amostras apontadas por estes critérios influenciam
de facto a calibragdo, isto é, se os valores sdo de mesmo outliers ou apenas ligeiramente
diferente dos restantes, ndo variando em quase nada o valor da correlacgao.

O primeiro critério, “leverage”, pode ser considerado como um parametro de influéncia,
associado a distancia existente entre os espectros e o centrdide definido para o conjunto de
espectros de calibragdo. Este parametro apresenta um valor limite definido pela expressao
3p/n, onde p representa o nimero de componentes principais utilizadas no desenvolvimento
do modelo e n o nimero de amostras de calibracdo. As amostras que apresentem um valor

superior devem ser desprezadas.

3x18

= 0,327
165 .

O segundo critério utilizado é representado pelo valor dos residuos de Student. Considerando-
se uma distribuicdo normal dos residuos, dentro de um limite de confianca de 95%, o valor
maximo estabelecido para este parametro corresponde a * 2,5. Este critério ndo necessita de
ser seguido rigorosamente, visto que apenas se baseia na interpretacdo de um grafico. E
necessario confrontar os possiveis outliers provenientes da analise gréfica de Studentized
Residuals vs Sample Leverage com o grafico da Previsdo da concentracdo vs Concentracao

actual.

Também algumas amostras com um Studentized residuals ligeiramente acima dos * 2,5
poderiam ser considerados outliers, mas como se encontram na curva de calibragdo (figura 20)
e a sua influéncia na amostra (sample leverage) é baixa, ndo ha a necessidade de serem

removidos.

Assim, as caracteristicas do método final s3o:
e 153 espectros, de 51 amostras;
® Pré-Processamento: PLS-1, MSC e Mean Centering
e 18 factores usados na caracterizacdo dos principais componentes das amostras;
e Intervalo de concentragdo de 0,33% a 1,39%. A especificagdo do composto A é < 2%;

e O factor de correlagdo e o erro estimado: R%=0,992 e SECV = 0,03%.
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3.2 Validagdao do Método

Uma vez que a calibracdo foi desenvolvida e as previsdes dos valores foram favordveis, é

necessario a validacdo do método para ser aceite para uso em rotina.

O método foi validado para provar que cumpre a sua finalidade, através da determinacdo de
varios parametros recomendados por diferentes guidelines: especificidade, exactiddo, precisdo
(repetibilidade e precisdo intermédia), linearidade e gama de trabalho, robustez e a validagdo

externa.

3.2.1 Especificidade

E a capacidade de avaliar de forma inequivoca o analito na presenca de componentes que

podem ser esperados estarem presentes.

O método NIRS deve ser selectivo para o parametro e especifico para a matriz da amostra. O
primeiro passo para avaliar a selectividade foi o estudo dos espectros da amostra e a presenca

do parametro analitico a ser medido nos espectros (figura 20).

Tabela 5 — Testes de especificidade para diferentes amostras

Amostra Distdncia de Mahalanobis Concentragdo (%) Testes Limite
7HT 15603857 33864791 Falhou
Lime 17050939 35169586 Falhou
Mino -3104884 34178111 Falhou

DOT-B -12781835 33181407 Falhou

Através dos valores da tabela, é facil de observar que o método é apenas especifico para o
composto A, porque confrontado a calibracdo construida com outras amostras (outros
compostos), os valores da Distancia de Mahalanobis e da concentragdo sdo muito elevados, ou
seja, ndo pertencem ao intervalo de calibragdo. Os testes limite realizados pelo software para

estas 4 amostras falharam, o que realga a ideia da especificidade do método.
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Figura 22 - Andlise PCA para todas as amostras (calibragdo, validagdo e quatro amostras extra).

As amostras de 7HT e Limeciclina estdo distantes das restantes amostras, o que torna claro
gue o método ndo é aplicdvel para este tipo de composto. Contudo, para Minociclina e DOT.B,
as amostras encontram-se proximas das amostras de calibracdo e validacdo. Com os
parametros na tabela 5, para as quatro amostras, os valores da Distancia de Mahalanobis e de
Concentragdo sdo muito elevados, o que prova que, apesar de estarem perto das restantes
amostras, o método ndo reconhece as “amostras extra” mostrando valores elevados nos

parametros.

3.2.2 Linearidade e Gama de trabalho

A linearidade de um procedimento analitico é a capacidade (dentro de um intervalo definido)
de obter resultados que sdo directamente proporcionais a concentracdo do analito da
amostra, e a gama é o intervalo entre o valor mais alto e o valor mais baixo de concentragdo
do analito na amostra, para o qual tem de ser demonstrado que o procedimento analitico tem

um nivel aceitavel de precisdao, exactidao e linearidade.

A linearidade do método foi avaliada por um teste de regressao entre o método de NIRS

desenvolvido e o método de referéncia, na gama escolhida para o método.

A humidade foi medida em triplicado pelo método de NIRS, em diferentes amostras, a
regressao linear foi executada e os intervalos de confianca associados para a intercepcdo e

para o declive foram calculadas.
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O critério de aceitacdo é baseado no acordo de resultados avaliados pela seguinte equagao:
y=bx+a

Sendo o y o valor previsto pelo NIR, x o valor obtido pelo método de referéncia, a a

intercepcdo e b o declive. A equacdo da regressao é mostrada na figura 23.

Para ser considerada linear:

- O intervalo de confianca associado a intercepcdo (I.C.,): a + S,.t deve conter o valor zero;
- O intervalo de confianga associado ao declive (I.C.,): b £ S,.t deve conter o nimero 1;

S, é o desvio padrdo da intercepgao, S, é o desvio padrdo do declive e t o valor tabelado de
acordo com o grau de confianca desejado e n-2 graus de liberdade (n é o nimero de

determinagGes das amostra).

Tabela 6 — Parametros da regressdo para a verificagdo da linearidade

Abaixo 95% Acima 95%
Intercepgao -0,061 0,0099
Variavel X 0,953 1,059

Aintercepcdo contém o valor zero (-0,061 < 0 < 0,0099) e o declive contém o valor um (0,953 <

1<1,059).

1,4
Amostras da validagao ¢

-2 /
w 1
4
2
o 0,8 &
S y =0,9574x + 0,0116
(=]
2 R? = 0,9237
,é 0,6 ®
£ TS
& 0,4

0,2

0 T T T T T T 1
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40
Método de referéncia

Figura 23 - Valores de humidade pelo método de referéncia versus os valores previstos pelo NIRS para as amostras
do composto A.
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O método NIRS desenvolvido demonstrou ser linear quando comparado com o método de

referéncia, dentro das gamas de concentragao.

3.2.3 Exactidao

A exactidao de um método analitico expressa-se pelo grau de concordancia entre o valor que é

aceite e o valor que é considerado verdadeiro.

A exactiddo pode ser estudada pela determinagdo do Erro Padrdo de Previsdo (SEP) e
comparacdo do seu valor com a precisdo do método de referéncia, denominado de Erro

Padrdo de Laboratério (SEL), como foi feito com a validacdo externa.

Os valores de humidade das amostras A e B foram medidos em dias diferentes pelo NIRS e o
método de referéncia. O valor de SEL calculado foi de 0,171% e o valor de SEP (calculado com
todas as amostras) foi de 0,087%. Verificando a condicdo SEPy < 1,4 x SEL, o valor é de 0,240,

o que confirma que o NIRS é exacto.

3.2.4 Precisdao

A precisdo de um método analitico é o grau de concordancia entre resultados de testes
individuais quando o método é aplicado repetidamente a varias amostragens de uma amostra

homogénea. Esta foi avaliada em dois niveis: repetibilidade e precisdo intermédia.

Repetibilidade

Expressa a precisdo sobre as mesmas condi¢des de operagdo num curto periodo de tempo.

A repetibilidade do método foi avaliada medindo a humidade numa amostra homogénea, seis
vezes, em dois dias, com os dois métodos, pelo mesmo analista, no mesmo equipamento.
Primeiro, é calculado o PG (baseado no cdlculo do racio das variancias dos dois métodos) e
depois é comparado com o F (teste f para a variancia de duas amostras). Se PG < F, entdo ndo

ha diferencas estatisticas significativas entre os dois métodos.

51



Tabela 7 — Valores de PG e F para o teste das duas amostras

Amostra A Amostra B
PG —-Dia 1 0,38 4
PG —Dia 2 1 1
F 5,05

Como o valor de PG é menor que o de F (em ambos os dias), os métodos ndo sdo

estatisticamente diferentes.

Precisao Intermédia

A precisdo intermédia expressa as variacoes dentro do laboratdrio: dias diferentes, analistas

diferentes, equipamentos diferentes, etc.

A precisdo intermédia foi avaliada pela medi¢cdo da humidade numa amostra homogénea, seis
vezes, mas em dois dias diferentes, por dois analistas diferentes usando o mesmo

equipamento. Os resultados estdo apresentados na tabela 8.

Tabela 8 — Resultados da precisdo intermédia (Si — Desvio padrdo da precisdo intermédia; RSD — Desvio padrdo

relativo)
Amostra Método S; RSD
A NIR 0,03 2,3
M.Ref 0,03 2,3
B NIR 0,04 3,3
M.Ref 0,02 1,9

Para a amostra A, a precisao intermédia é igual em ambos os métodos, contudo, para a
amostra B o desvio-padrdao da precisdao intermédia é relativamente superior para o método
NIRS. A diferenga entre os métodos é tdo pequena que ndo é preocupante, isto &, torna-se

possivel dizer que o método NIRS é tdo preciso como o método de referéncia.

3.2.5 Robustez

A robustez de um procedimento analitico é a medida da sua capacidade de permanecer
inalterado por pequenas variagdes nos parametros do método, fornecendo uma indica¢do da

sua fiabilidade em condi¢Ges normais de uso.

O longo tempo de desenvolvimento e o uso de um largo nimero de amostras introduz

variabilidade natural e robustez no método.

52



O factor que pode afectar maioritariamente a robustez do método é aquele inerente ao
equipamento. As condi¢des de funcionamento sdo verificadas diariamente através de um teste

de performance operacional e as condi¢des ambientais sdo mantidas estdveis.

Tabela 9 — Parametros a estudar

Pardmetros a estudar Valor
Luz — Ganho do detector + High C - High A
Espessura da amostra + Alta - Baixa
Compressao da amostra + Sim - Nao

Com a mesma amostra, foram criadas oito novas onde se variou trés parametros (luz,
espessura da amostra e compressdo da amostra) e guardou-se as suas humidades para

comparar qual dos trés tem maior importancia para as amostras.

Tabela 10 — Parametros estudados

Amostra Luz Espessura Compressdo

1 High C Baixa Baixa

) 2 High C Alta Baixa
h 3 High C Alta Alta
4 High C Baixa Alta

5 High A Baixa Alta

6 High A Alta Alta

Thickness 7 High A Alta Baixa

8 High A Baixa Baixa

(5}

Compression

Figura 24 - Parametros a estudar para as 8 amostras.

Tabela 11 - Efeitos dos parametros estudados

Pardmetros a estudar tealculado Efeito
Luz — Ganho do detector 2,625 Significativo
Espessura da amostra 0,199 Insignificativo
Compressdo da amostra 0,088 Insignificativo

Apos os célculos, é facilmente perceptivel que o ganho do detector (luz) é o pardmetro mais
importante, porque 0 tejcuado € MAior que 0 tupeado (2,365). A aquisicdo dos espectros com o
ganho High A ou High C faz muita diferenca. A ma escolha deste parametro no inicio da
aquisicdo dos espectros pode comprometer todo o trabalho. Contudo, a espessura e a
compressdao da amostra também devem ser controladas, porque apesar de terem um tcacuiado

mais baixo que 0 tipeado, POdem também afectar a aquisicdo dos espectros.
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3.2.6 Validagao Externa

Apds a validagdo interna cruzada realizada pelo software, o método foi testado contra um
conjunto de dados independentes das amostras de validacdo, que ndo foram usadas para
gerar o método, desde que ndo excedam os extremos da gama de calibra¢do. A validacdo

externa é usada para verificar a exactidao, precisdo e robustez do método ao longo do tempo.

Durante a validagdo externa, o Erro Padrdo de Previsdo (SEP) é calculado e comparado com o
valor do Erro Padrdo de Laboratério (SEL) que foi determinado durante a validagdo do método

de referéncia.
O critério de aceitacdo é definido pelo guia EMA, através da equacdo SEPyr < 1,4 x SEL.

Na tabela 12 estdo presentes os parametros de validacdo externa.

Tabela 12 — Parametros da validagdo externa

Espectro usado 23
SEP (%) 0,087
SEL (%) 0,171

1.4 x SEL (%) 0,240

Os testes de validacdo realizados depois da seleccdo do modelo confirmaram que o modelo é

apropriado que o seu propdsito.
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Parte B— Composto B

1. Introdugao

1.1 Composto B

O composto B é o composto quimico mais simples da sua familia. Quando puro, consiste num
liguido incolor, inflamdvel, de odor agraddvel, muito téxico e miscivel com a dgua. Possui um

ponto e ebulicdo de 64,72C e o ponto de fusdo de - 97,82C (CETESB, 2012).

Obtém-se sinteticamente a partir do Y e do X a uma pressdo de 200 bar e a uma temperatura

de 3809C na presenca de catalisadores, segundo a reac¢do quimica:
Y(g)+2X(g)->B(l)
1.2 Ficha de Seguranca

¢ Indicagées de Perigo

H225 Liquido e vapor facilmente inflamaveis.
H331 Téxico por inalagdo.

H311 Téxico em contacto com a pele.

H301 Téxico por ingestao.

H370 Afecta os 6rgdos
e IndicagOes de Prevengao

P210 Manter afastado do calor/faisca/chama aberta/superficies quentes. Ndo fumar.

P260 N3o respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois.

P280 Usar luvas de proteccdo/vestudrio de proteccdo/proteccdo ocular/proteccdo facial.
P301+P310 Em caso de ingestdo: contacte imediatamente um Centro de Informacdo
antivenenos ou um médico.

P302+P352 Se entrar em contacto com a pele: lavar com sabonete e agua.

Pictograma

Figura 25 - Pictogramas de perigo (Inflamavel, toxico e inalagdo. Adaptado de (ECHA - European Chemicals Agency).
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2. Parte experimental

Foi desenvolvida esta técnica NIRS para a determinagdo da humidade no composto B, usando
o método de referéncia Karl-Fischer. Para tal, foram usadas 27 amostras deste solvente com

uma gama de calibragdo entre 0.02% e 1.8%.

Para este solvente, a gama de calibracdo foi definida tendo por base as especificacdes
impostas pela Cipan. Todas as amostras foram obtidas do Controlo de Qualidade, sendo

adquiridas diferentes lotes e autotanques, para que a variabilidade de valores fosse elevada.

2.1 Instrumentagao

2.1.1 Espectroscopia NIR

Os espectros NIR foram adquiridos utilizando um espectrofotometro FT-NIR modelo FTLA2000-
160 da ABB no intervalo de comprimento de onda entre os 12000 cm™ e os 4500 cm™, com
uma resolucdo espectral de 16 cm™, a uma temperatura de 252C. Cada espectro obtido é a
média de 32 varrimentos e com um ganho em Low B. O espectrofotémetro vem equipado com
um acessoério de suporte para amostras liquidas com moddulo de transmitancia, fonte de
radiacdo térmica policromatica, produzida por uma lampada de Quartz-Halogénio e um

detector de indio-Arsénio (InAs).

As amostras sdo colocadas sobre o acessério de suporte de amostras liquidas em frascos

cilindricos de 1mL.

2.1.2 Técnica Instrumental de referéncia — Método de Karl-Fischer

A humidade do composto B foi determinada por titulagdo volumétrica de Karl-Fischer. Este

método é usado para a determinacgdo do teor de dgua em amostras. O material usado foi:

e Bureta automatica, Metrohm, modelo 701 KF Titrino

e Balanca analitica, Mettler, modelo AG285

e Placa de agitagdo magnética com bomba de residuos, Metrohm, modelo 703 Ti Stand
e Eléctrodo de Platina, Metrohm

e (Célula de titulagdo 250 mL, Metrohm
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2.1.3 Programas para aquisi¢ao dos espectros

Os espectros NIR e os dados de referéncia das amostras foram tratados pelos programas

informaticos da Galatic:

e Grams 32/Al 7.0 — Programa que permite a aquisicio dos espectros e a sua
visualizacao, aplicando os pré-tratamentos espectrais mais habituais.

e AIRS PHARMA 3.0 com o PLSPLUS/IQ — Programa que permite desenvolver calibragdes
de modo a obter os métodos de analise pretendidos. Permite trabalhar com conjuntos
de dados multivaridveis e incorpora os algoritmos quimiométricos mais comuns. Foi
utilizado para aplicar os pré-tratamentos espectrais, realizar analises de componentes

principais (PCA) e calcular regressdes por minimos quadrados parciais (PLS).

Procedeu-se a validacdo dos modelos obtidos, cumprindo os requerimentos da Farmacopeia

Europeia, Farmacopeia Americana, ICH e EMA.

3. Discussao dos resultados

3.1 Desenvolvimento do Método

Observando o comportamento espectral do composto B com diferentes contelddos de agua, é
possivel correlacionar este parametro com as regides espectrais onde as absor¢des sdao mais
notaveis. A figura 26 apresenta dois espectros do composto B com diferentes conteludos de
agua, onde é possivel observar diferencas de absorcdo na regido entre os 7100 cm™ e os 4900
cm™, sendo mais notavel perto dos 5000 cm™. Essa zona corresponde as bandas de absor¢do
da agua, como ja foi mencionado. O espectro superior corresponde a amostra onde a

quantidade de 4dgua é maior
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Figura 26 - Espectros de duas amostras do composto B com diferentes teores de humidade.

Primeiramente deve ser analisada a existéncia de padrdes nos dados. Ao utilizar a Analise de
Componentes Principais (PCA) nos espectros adquiridos para a calibracdo, apés os pré-
processamentos, foram encontradas diferencas entre as amostras. A projeccdo grafica do
score 1 vs score 2 permite verificar a existéncia de agrupamentos e a natureza dos mesmo.
Pela analise da figura 27, verifica-se a existéncia de uma classe (de notar que a escala

encontra-se muito ampliada), o que significa que todas as amostras sdo o mesmo solvente, o

composto B.
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Figura 27 - Analise de PCA para as amostras do composto B.
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O modelo de calibracdo usa o algoritmo dos Minimos Quadrados Parciais (PLS) e, de modo a
obter uma calibracdo adequada, foram desenvolvidos vdrios modelos que combinavam
diferentes regides espectrais e técnicas de pré-processamento. Para o modelo de calibracao, o
R? e o SECV foram obtidos, permitindo uma primeira avaliacdo da capacidade preditiva do

modelo.

O modelo de calibragdo escolhido usa o tipo de calibragdo PLS-1, combinado com o tipo de
diagndstico Cross Validation, a preparacdo de dados foi Mean Center, a correc¢dao do percurso

dptico foi Normalize e a regido espectral usada foi entre os 12000 cm™ e os 4500 cm™.

Na tabela 13 é mostrado a estatistica para o modelo de calibragao.

Tabela 13 — Resultados do modelo de calibragdo PLS desenvolvido para a determinagdo da humidade do composto
B

Pré-Processamento Gama es.’iec“a' Factores R? SECV/RMSEE
(em™) (%)
MC+Norm 12000-4500 10 0,999 0,008

Amostras da calibragao

y = 1,0001x - 0,0003
RZ=0,9998 /
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Figura 28 - Concentragdo Prevista vs Concentragdo Actual para o composto B.

A figura 28 mostra a calibragdo com uma boa correlagdo. Para se obter um valor de R” tdo
perto de 1, algumas amostras tiveram de ser removidas. A razdo da exclusdo foi porque ao
confrontar os espectros com o seu respectivo valor de humidade, apresentavam grandes
desvios na recta de calibragdo. A causa pode dever-se com a aquisi¢cdao dos espectros com o

NIRS ou um erro nas medi¢des do método de referéncia.
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Figura 29 - Residuo da amostra vs Influéncia da amostra para as amostras em estudo.

Para certificar a existéncia de outliers, segundo o primeiro critério, “leverage”, as amostras

gue apresentem um valor superior ao calculado em seguida, devem ser desprezadas.

3x10
27

=111

O segundo critério utilizado é representado pelo valor dos residuos de Student, onde esse
valor ndo deve ultrapassar os + 2,5. Este critério ndo necessita de ser seguido rigorosamente,
visto que apenas se baseia na interpretacdo de um gréfico. E necessario confrontar os
possiveis outliers provenientes da analise gréfica de Studentized Residuals vs Sample Leverage

com o grafico da Previsdo da concentracdo vs Concentragdo actual.

Segundo este dois critérios, nenhuma amostra necessita de ser removida, pois o “leverage”

maximo nao ultrapassa os 0,7 e os residuos de Student sdo abaixo de + 2,5

As caracteristicas do método final sdo:
e 27 espectros, de 27 amostras;
® Pré-Processamento: PLS-1, com Mean Centering e Normalize;
e 10 factores usados na caracterizacdo dos principais componentes das amostras;
e Intervalo de concentragdo de 0,02% a 1,8%. A especificagdo do composto B é < 0,3%;

e O factor de correlagdo e o erro estimado: R?=0,999 e SECV = 0,008%.
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3.2 Validagdao do Método

Uma vez que a calibracdo foi desenvolvida e as previsdes dos valores foram favordveis, é

necessario a validacdo do método para ser aceite para uso em rotina.

O método foi validado para provar que cumpre a sua finalidade, através da determinacdo de
varios parametros recomendados por diferentes guidelines: especificidade, exactiddo, precisdo
(repetibilidade e precisdo intermédia), linearidade e gama de trabalho, robustez e a validagdo

externa.

3.2.1 Especificidade
E a capacidade de avaliar de forma inequivoca o analito na presenca de componentes que
podem ser esperados estarem presentes.

O método NIRS deve ser selectivo para o parametro e especifico para a matriz da amostra. O
primeiro passo para avaliar a selectividade foi o estudo dos espectros da amostra e a presenca

do parametro analitico a ser medido nos espectros (Figura 26).

Tabela 14 - Testes de especificidade para diferentes amostras

Amostra Disténcia de Mahalanobis Concentragdo (%) Testes Limite
ACN 1759114,5 -6,7997917 Falha
DMF 695558,9 -11,858754 Falha

Através dos valores da tabela, é facil de observar que o método é apenas especifico para o
composto B, porque confrontado a calibragdo construida com outras amostras (outros
compostos) os valores da Distancia de Mahalanobis e da Concentragdo sdo muito elevados, ou
seja, ndao pertencem ao intervalo de calibragdo. Os testes limite realizados pelo software para

estas duas amostras falharam, o que realga a ideia da especificidade do método.
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Figura 30 - Andlise PCA para todas as amostras do composto B (calibragdo, validagdo e quatro amostras extra).

As amostras de ACN e DMF estdo distantes das restantes amostras, o que torna claro que o
método ndo é aplicdvel para este tipo de composto. Para além disso, com os parametros na
tabela 14, para as duas amostras, os valores da Distancia de Mahalanobis e de Concentracao
sdo muito elevados, reforcando a ideia que o método ndo reconhece as “amostras extra”

mostrando valores elevados nos parametros.
3.3 Linearidade e Gama de trabalho
A linearidade de um procedimento analitico é a capacidade (dentro de um intervalo definido)

de obter resultados que sdo directamente proporcionais a concentra¢do do analito da

amostra, e a gama é o intervalo entre o valor mais alto e o valor mais baixo de concentragdo

do analito na amostra, para o qual tem de ser demonstrado que o procedimento analitico tem

um nivel aceitavel de precisdao, exactidao e linearidade.

A linearidade do método foi avaliada por um teste de regressao entre o método de NIRS

desenvolvido e o método de referéncia, na gama escolhida para o método.

A humidade foi medida em triplicado pelo método de NIRS, em diferentes amostras, a
regressao linear foi executada e os intervalos de confianca associados para a intercepcdo e

para o declive foram calculadas.
O critério de aceitacdo é baseado no acordo de resultados avaliados pela seguinte equacdo:

y=bx+a
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Sendo o y o valor previsto pelo NIR, x o valor obtido pelo método de referéncia, a a

intercepcao e b o declive. A equacao da regressao é mostrada na figura 31.

Para ser considerada linear:

- O intervalo de confianca associado a intercepcdo (I.C.,): a = S,.t deve conter o valor zero;
- O intervalo de confianga associado ao declive (I.C.,): b £ S,.t deve conter o nimero 1;

S, é o desvio padrdo da intercepgao, S, é o desvio padrdo do declive e t o valor tabelado de
acordo com o grau de confianca desejado e n-2 graus de liberdade (n é o numero de

determinagGes das amostra).

Tabela 15 — Parametros da regressdo para a verificagdo da linearidade

Abaixo 95% Acima 95%
Intercepgao -0,025 0,022
Variavel X 0,958 1,020

A intercepgdo contém o valor zero (-0,025 < 0 < 0,022) e o declive contém o valor um (0,958 <

1<1,020).
Amostras da validagao
2,00
1,80 y = 0,9894x - 0,0012 /
. B0 R?=0,9975
e 1,40
2
S 1,20
= 1,00
(o] ’
8 050 T
> ’
[J]
£ 0,60
0,40
0,20
0,00 T T T 1
0 0,5 1 1,5 2
Método de Referéncia

Figura 31 - Valores de humidade pelo método de referéncia versus os valores previstos pelo NIRS para as amostras
do composto B.

O método NIRS desenvolvido demonstrou ser linear quando comparado com o método de

referéncia, dentro das gamas de concentragao.
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3.4 Exactidao

A exactiddo de um método analitico expressa-se pelo grau de concordancia entre o valor que é

aceite e o valor que é considerado verdadeiro.

A exactiddo pode ser estudada pela determinacdo do Erro Padrdo de Previsdo (SEP) e
comparacdo do seu valor com a precisdao do método de referéncia, denominado de Erro

Padrdo de Laboratério (SEL), como foi feito com a validagdo externa.

Os valores de humidade das amostras 1 e 2 foram medidos em dias diferentes pelo NIRS e o
método de referéncia. O valor de SEL calculado foi de 0,065% e o valor de SEP (calculado com
todas as amostras) foi de 0,029%. Verificando a condicdo SEPy < 1,4 x SEL, o valor é de 0,091,

o que confirma que o NIRS é exacto.

3.5 Precisdo

A precisdao de um método analitico é o grau de concordancia entre resultados de testes
individuais quando o método é aplicado repetidamente a vdrias amostragens de uma amostra

homogénea. Esta foi avaliada em dois niveis: repetibilidade e precisdo intermédia.
Repetibilidade
Expressa a precisdao sobre as mesmas condi¢Ges de operagdo num curto periodo de tempo. A

repetibilidade do método foi avaliada medindo a humidade numa amostra homogénea, seis

vezes, em dois dias, com os dois métodos, pelo mesmo analista, no mesmo equipamento.

Primeiro, é calculado o PG (baseado no célculo do racio das varidncias dos dois métodos) e
depois é comparado com o F (teste f para a varidncia de duas amostras). Se PG < F, entdo ndo

ha diferencas estatisticas significativas entre os dois métodos.

Tabela 16 — Valores de PG e F para o teste das duas amostras

Amostra 1 Amostra 2
PG —Dia 1 0,22 0,65
PG —Dia 2 0,40 1,6
F 5,05

Como o valor de PG é menor que o de F (em ambos os dias), os métodos ndo sdo

estatisticamente diferentes.
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Precisdo Intermédia

A precisdo intermédia expressa as variagées dentro do laboratério: dias diferentes, analistas

diferentes, equipamentos diferentes, etc.

A precisao intermédia foi avaliada pela medi¢cdo da humidade numa amostra homogénea, seis
vezes, mas em dois dias diferentes, por dois analistas diferentes usando o mesmo

equipamento. Os resultados estdo apresentados na tabela 17.

Tabela 17 — Resultados da precisdo intermédia

Amostra Meétodo S; RSD
NIR 0,03 4,6

Amostra 1 M.Ref 0,02 2,6
Amostra 2 NIR 0,03 13,5
M.Ref 0,02 9,5

Para ambos os métodos, em cada amostra, os valores do desvio padrdo da precisao intermédia
é igual, isto é, para o NIR o valor é de 0,03 e para o Método de Referéncia é de 0,02. A
diferenca entre os métodos é muito pequena (0,01), que visto por valores de humidade, a

diferenca pode considerar-se insignificante.

O desvio padrao relativo do NIR é superior ao do método de referéncia em ambas as amostras.
Contudo, ndo é preocupante, pois os valores de previsdo de humidade pelo NIRS sdo
praticamente iguais, a pequena diferenca que existe é na casa das centésimas, fazendo dai a

diferenca do desvio padrdo relativo.

3.6 Robustez

A robustez de um procedimento analitico é a medida da sua capacidade de permanecer
inalterado por pequenas variagdes nos parametros do método, fornecendo uma indica¢do da

sua fiabilidade em condi¢bes normais de uso.

O longo tempo de desenvolvimento e o uso de um largo ndimero de amostras introduz

variabilidade natural e robustez no método.

O factor que pode afectar maioritariamente a robustez do método é aquele inerente ao
equipamento. As condicGes de funcionamento sdo verificadas diariamente através de um teste

de performance operacional e as condi¢ées ambientais sdo mantidas estdveis.
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Tabela 18 — Parametros a estudar

Pardmetro a estudar Valor

Luz — Ganho do detector + Low C - Low A

Com uma amostra, a aquisicdo do seu espectro foi realizada com dois ganhos diferentes, Low

|”

A e Low C, visto que a aquisicdo “normal” é o ganho em Low B. Os valores foram registados e
as quantidades de agua foram comparadas para saber se é importante fazer uma correcta

escolha deste parametro.

Tabela 19 — Efeito do parametro estudado

Luz — Ganho do detector = Humidade (%)

Low A 0,051
Low B 0,01
Low C 1,32

O modo correcto de aquisicdo dos espectros é o Low B e comparando com os valores de
humidade previstos pelos espectros em Low A e Low C, sdo diferentes. Como esta diferenca
entre os valores na tabela 19 é bastante acentuada, o Ganho do espectrémetro deve ser

tomado em consideracdo na altura das aquisicées dos espectros.

3.7 Validagao Externa

Apods a validagdo interna cruzada realizada pelo software, o método foi testado contra um
conjunto de dados independentes das amostras de valida¢do, que ndo foram usadas para
gerar o método, desde que ndo excedam os extremos da gama de calibragdo. Durante a
validagdo externa, SEP é calculado e comparado com o valor do SEL que foi determinado
durante a validagdo do método de referéncia. O critério de aceitagdo é definido pelo guia

EMEA, através da equagdo SEPyr < 1,4 x SEL.

Tabela 20 — Parametros da validagao externa

Espectros usados 14
SEP (%) 0,029
SEL (%) 0,065
1.4 x SEL (%) 0,091

Os testes de validacdo realizados depois da selec¢do do modelo confirmaram que o modelo é

apropriado que o seu propdsito.
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Parte C - Fermentagoes

1. Introdugao

Optimizar a sintese de um produto requer conhecimento e controlo de processos
fermentativos. Hoje em dia, o controlo de processos fermentativos é amplamente reconhecido
como longe de ser ideal, em parte devido a falta de obter informacg6es quimicas sobre as quais

a base de decisdes de controlo é tomada em tempo real (S. Alison Arnold, 2002).

Esta disponibilidade limitada em processar informacdo atempada sobre o processo de
biomassa, substratos, intermedidrios e nutrientes, ndo sé reduz a capacidade de
monitoramento e controlo de processos, mas também impede a melhoria do processo eficaz,

o que reduz a produtividade de fabrico (S. Alison Arnold, 2002).

Os processos de fermentacdo sdo geralmente controlados com base em valores de
concentragdo dos principais substratos de carbono e hidrogénio presentes, os principais
metabdlitos produzidos (ou seja, os ingredientes activos farmacéuticos, API), a concentragao
de biomassa e até mesmo algumas outras substancias importantes. Todos estes parametros
sdo normalmente obtidos por técnicas de fora da linha e demorados, tendo entre 30 minutos a
4 horas cada para se obter. Isto significa que, para efeitos de controlo em tempo real do
processo e de diagndstico e também para a melhoria da economia do processo, as medi¢des
fora de linha, devem ser substituidas por técnicas automaticas e preferivelmente

multiparamétricas (Ceitil, 2007).

A espectroscopia de infravermelho préximo pode melhorar os processos fermentativos através
da rapida incorporagcdo (analises em segundos), ndo-destrutiva, analise de constituintes
multiplos do meio do caldo fermentativo directamente nas estratégias de monitorizacdo e
controlo da fermentagdo com a preparacdo minima ou nenhuma da amostra ou pré-

tratamento. (S. Alison Arnold, 2002)

Durante os ultimos 35 anos, as capacidades de andlise NIR tém aumentado, num diversificado
leque de aplicagbes para controlo de qualidade e andlise de processos na alimentagdo e
agricultura e nas industrias farmacéuticas, quimicas, polimeros e petroquimicas. A
espectroscopia de NIR oferece oportunidades significativas para andlises e controlo de
processos fermentativos em ambos os laboratérios de apoio e directamente no ambiente de

produgdo (S. Alison Arnold, 2002).
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1.1 A Fermentagao

A fermentacdo é um processo bioldgico anaerébico com o objectivo de obter energia (sintese
de ATP), a partir da degradacdo de substdncias organicas, resultando uma disponibilidade

energética inferior quando comparada a respiracao aerdbia.

Na fermentacdo, a glicose é catabolizada em substancias organicas mais simples (piruvato) e
estas, por sua vez, sdo metabolizadas em varios compostos, de acordo com a fermentacao
(Figura 34). Neste mecanismo ndo ocorrem etapas como o ciclo de Krebs e a cadeia

respiratdria, e o receptor final de hidrogénio é um composto organico.

Este processo pode ser restrito, ou seja, a Unica forma que um organismo disponibiliza para
adquirir energia depende das reac¢des do metabolismo, ou entdo facultativo, ou seja, uma
alternativa extra. Isto é uma caracteristica evolutiva favoravel, pois permite que um organismo
realize fermentacdo como também respiracdo aerdbia, alternando consoante as condi¢des do

meio ou entdo sujeicdes requeridas pelo potencial do préprio organismo (Giovani Brandao,

2007).
Glicose
CeH1206
e Fermentacao Acido lactico
GIIGVIIIOT C3H603
Piruvato
2
C3H,0;
Etanol +2 Dioxido de carbono
+ C,HsO Cco,
2 ATP Alcodlica

Figura 32 - Esquema geral da fermentacdo.
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1.1 Processos Fermentativos

No fabrico de uma fermentacdo, uma determinada espécie de célula microbiana, planta ou
animal é cultivada num meio liquido com nutriente adequado num biorreactor sobre
condi¢bes cuidadosamente controladas para produzir um produto desejado. Esse produto
podem ser as proprias células, algum componente celular ou um metabolito sintetizado pelas

células (S. Alison Arnold, 2002).

1.1.1 Quimica dos processos fermentativos

A complexidade quimica do meio fermentativo varia consideravelmente e isso é um desafio
para obter um método de andlise NIR robusto. Na maioria dos processos, estdo presentes

multiplos substratos.

Para fermentacBes a grande escala industrial (150 m?), as fontes de nutrientes podem ser
qguimicamente indefinidas, tal como farelo de soja ou dleos. Assim, a composi¢cdo quimica
desses meios pode ser altamente varidvel de carga em carga. Contrariamente, um meio de
cultura de células animais, embora algumas vezes seja quimicamente definida, pode conter

muitos nutrientes individuais (S. Alison Arnold, 2002).

Depois da inoculagdo, o crescimento e os niveis de nutrientes descem rapidamente. Para
estimular a formagao de produto, muitos processos fermentativos dependem em manter um
nutriente-chave a niveis “limitantes” uma vez que o crescimento das células estd completo. No
processo descontinuo de alimentacdo (fed-batch, o mais comum em fermentacgGes), a cultura
deve ser alimentada a uma velocidade controlada cuidadosamente de modo a que o excesso

de biomassa ndo se acumule (S. Alison Arnold, 2002).

1.1.2 Cinética dos Processos Fermentativos

O estudo cinético dos processos fermentativos estd relacionado com o acompanhamento dos
valores das concentragdes de células, substrato e produtos. Quando este acompanhamento é
feito ao longo do tempo, é possivel tragar as curvas de ajuste que caracterizam o bioprocesso
(Figura 33). Para o estudo cinético, no geral, escolhe-se o produto de interesse e o substrato

limitante (Nascimento, 2012).
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Figura 33 - Curvas de ajuste para uma cinética fermentativa idealizada. X, P e S correspondem a concentragdo das
células, produto e substrato, respectivamente (Nascimento, 2012).

A cinética de uma fermentacdo permite comparar quantitativamente diferentes condicdes de
cultivo através das varidaveis como a velocidade de transformacao e os factores de conversao,

obtidos a partir das curvas de ajuste do bioprocesso.

As velocidades de transformacdo sdo expressas pelas equagdes 9, 10 e 11, para reproducdo de

microorganismos, consumo de substratos e formacdo de produto, respectivamente.

ax

9 = —
(10) _ as
s = U

an - dP
) = dt

Os valores de X, S e P podem ser relacionados entre si através dos factores de conversdo
definidos pelas equag¢des 12, 13 e 14 para um determinado instante t de fermentacdo onde o

indice “0” indica a concentracdo inicial para cada parametro.

12) v, _ X=X
13) v, = 2%
( ) x/p_P_PO
(14) Y, _Ph

PIsT S5,

Com a concentragdo de células, a curva de crescimento dos microorganismos apresenta um

comportamento semelhante ao da figura 34, apresentando sete etapas diferentes.
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Figura 34 - Curva de crescimento tipica de um microorganismo em cultivo descontinuo (Nascimento, 2012).

- A etapa inicial é denominada de “lag”, que se segue logo apds a inoculacdo do meio com o
microorganismo. Apresenta-se como um periodo de adaptacdo onde a célula sintetiza as

enzimas necessarias ao metabolismo dos componentes presentes no meio.

- Na segunda fase, ocorre o periodo de transicdo onde se observa o inicio da reproducao dos

microorganismos.

- A terceira fase é denominada de fase logaritmica ou fase exponencial onde a velocidade

especifica de crescimento é constante e maxima.

- A quarta fase é a fase linear de crescimento e apresenta velocidade constante de reprodugao

dos microorganismos.

- Na quinta fase ocorre uma desacelera¢do do crescimento microbiano devido ao esgotamento
dos componentes do meio de cultura e aumento da concentracdo dos metabolitos inibidores

do crescimento.

- Na sexta fase, denominada de fase estacionaria, a concentragao de células atinge o seu valor

maximo e constante.

- Na ultima fase ocorre o declinio, ou seja, as células comegam a morrer e a concentracdo

celular decai, indicando o fim do processo fermentativo.

71



1.2 Desafios de monitorizagao de processos fermentativos com o NIRS

A espectroscopia de infravermelho proximo apresenta-se como um método analitico inovador,
mas possui alguns desafios que devem ser levados em considera¢cdo quando a obtencdo de

modelos quimiométricos é realizada e, posteriormente, a monitorizacdo é implementada.

Algumas caracteristicas dos processos fermentativos podem ajudar ou atrapalhar na
implementacdo do método analitico, pois as condicdes de operacdo do biorreactor e até
mesmo a natureza do agente transformador podem interferir na tomada dos espectros do

meio de fermentagao (Nascimento, 2012).

e Influéncia do microorganismo produtor

Nas fermentacGes é o microorganismo que impd&e as condi¢Ges de operacdo dos biorreactores
e influenciam na complexidade do meio a ser analisado, pois a concentracdo de células e a sua
morfologia influenciam na viscosidade e nas propriedades de dispersdo da luz no meio

(Nascimento, 2012).

e Influéncia da temperatura

As mudancas de temperatura afectam a densidade, a viscosidade do meio e a intensidade das
vibragdes das ligacGes intramoleculares e intermoleculares, sendo assim, os espectros de uma
amostra serdo influenciados pelas possiveis variacGes de temperatura que venham a ocorrer

(Nascimento, 2012).

Estes dois factores sdo parametros importantes para processos farmacéuticos, bem como para
as técnicas estatisticas de analise multivariada, pois varia¢des significativas em algum dos
factores ocasionam grandes mudangas nos espectros obtidos. Portanto, ao promover-se
ensaios de fermenta¢do com o objectivo de construir modelos de calibragdo deve-se manter as

condicOes de realizagdo de ensaios, o mais proximo possivel do valor estipulado.
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2. Parte experimental

Hoje em dia, as capacidades de andlise do NIR tém um diverso campo de aplicacdes para o
controlo de qualidade e andlise de processos na alimentacdo, agricultura e nas industrias
farmacéutica, quimica, polimérica e petroquimica (S. Alison Arnold, 2002). A razdo pela qual o
uso desta técnica esta a aumentar é devido aos baixos custos e analises rapidas, dois pontos
importantes para a indUstria. Genericamente, uma grande parte dos antibidticos
comercializados tém origem em processos fermentativos, que usa a nivel de producdo, uma
variedade de microorganismos, que merecem um estudo de melhoria (M.Manuela da

Fonseca).

Durante a fermentagdo, é importante medir as quantidades de substrato e produto e avaliar
outras caracteristicas de qualidade para o produto final. Contudo, essas analises, pelos
métodos tradicionais, requerem preparacdo de amostra, um equipamento e técnicos

especificos, tornando-se moroso e dispendioso (Valentina Di Egidio, 2010).

Uma boa monitoriza¢do da fermentacdo é uma necessidade crescente devido ao rapido ritmo
de mudanga na industria farmacéutica, o que requer métodos mais rdpidos, que fornecam a
informacdo em tempo real de modo a reduzir o tempo de espera dos valores das

fermentacdes e para garantir a qualidade do produto em todas as fases do processo.

Os métodos convencionais como a Cromatografia gasosa (GC), a Cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) ou a Cromatografia idnica (IC), apesar de fornecerem bons resultados,
requerem um técnico especializado para trabalhar com o aparelho, uma preparagao e pré-
tratamento das amostras, algumas das técnicas usam solventes, o que é mau para o ambiente,
mas acima de tudo, é um processo moroso para obtencdo dos resultados. A espectroscopia de
Infravermelho Préximo pode melhorar os processos fermentativos através da incorporacdo de
uma analise rapida, ndo destrutiva e multivariada do meio fermentativo, directamente na

monitoriza¢do e controlo das fermentagbes sem preparagao ou pré-tratamento das amostras.

Na produgdo da fermentagdo, uma determinada estirpe de uma célula microbial, animal ou de
planta é cultivada no meio liquido com os nutrientes adequados, num biorreactor sob
condigdes cuidadosamente controladas. O produto pode ser as células em si, um componente
celular ou um metabolito sintetizado pelas células (S. Alison Arnold, 2002). Esta fermentagdo
usa bactéria Y para produzir o composto D, usando o composto C como substrato. O método

usado para saber o valor destes dois compostos é a Cromatografia idnica.
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O objectivo é tentar aplicar a Espectroscopia NIR, combinada com diferentes estratégias
guimiomeétricas para monitorizar a fermentacao feita pela bactéria Y, prevendo os valores do
composto C e D durante as diferentes fases do processo, de modo a poder substituir o método
convencional usado (IC). Para tal foram usadas 410 amostras, variando entre os 0 mg/mL e os
100 mg/mL para o composto C e os 0 mg/mL e os 150 mg/mL para o composto D,

aproximadamente.

2.1 Instrumentagao

2.1.1 Espectroscopia NIR

Os espectros NIR foram adquiridos utilizando um espectrofotometro FT-NIR modelo FTLA2000-
160 da ABB no intervalo de comprimento de onda entre os 12000 cm™ e os 4500 cm™, com
uma resolucdo espectral de 16 cm™, a uma temperatura de 252C. Cada espectro obtido é a
média de 32 varrimentos e com um ganho em Low B. O espectrofotémetro vem equipado com
um acessoério de suporte para amostras liquidas com moddulo de transmitancia, fonte de
radiacdo térmica policromatica, produzida por uma lampada de Quartz-Halogénio e um

detector de indio-Arsénio (InAs).

As amostras sdo colocadas sobre o acessdrio de suporte de amostras liquidas em frascos

cilindricos de 1mL.
2.1.2 Técnica Instrumental de referéncia — Cromatografia Ionica
A concentragao do composto C e D foi determinada por IC. O material usado foi:

e Equipamento: Metrohm 881 compact IC pro

e Amostrador automatico: Metrohm 863 compact autosampler

e Detector PAD: Metrohm 896 professional detector

e Coluna com comprimento de 250 mm, didmetro de 2mm, Dionex CarboPac PA1
e Pré-coluna com comprimento de 50 mm, didametro de 2mm, Dionex CarboPac PA1
e Balanga analitica

e Baldes volumétricos

e Micropipetas

e Pontas de micropipetas

e ViaisdelmlL

e Falcons de 11 mL com tampa para o amostrador automdtico

e GarrafadeeluentePP2L
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2.1.3 Programas para aquisi¢ao dos espectros

Os espectros NIR e os dados de referéncia das amostras foram tratados pelos programas

informaticos da Galatic:

e Grams 32/Al 7.0 — Programa que permite a aquisicio dos espectros e a sua
visualizagdo, aplicando os pré-tratamentos espectrais mais habituais.

e AIRS PHARMA 3.0 com o PLSPLUS/IQ — Programa que permite desenvolver calibracdes
de modo a obter os métodos de analise pretendidos. Permite trabalhar com conjuntos
de dados multivaridveis e incorpora os algoritmos quimiométricos mais comuns. Foi
utilizado para aplicar os pré-tratamentos espectrais, realizar analises de componentes

principais (PCA) e calcular regressdes por minimos quadrados parciais (PLS).

2.1.4 Ensaios de Fermenta¢dao e Amostragem

Foram acompanhadas 27 fermenta¢des, com um total de 410 amostras. O processo
fermentativo decorreu em reactores de aco, variando da escala piloto para laboratorial,
mantendo o mesmo meio de cultivagdo, variando apenas o volume (400L para escala piloto e
1.5L para escala laboratorial). As fermenta¢des foram realizadas pela bactéria Y e foi
controlada a uma temperatura entre os 202C e os 302C e a um pH entre 7 e 9. O numero de
amostras por cada fermentagao varia dependendo do decorrer do processo, sendo uma média
de 16 amostras por fermentagdo. Cada amostra foi retirada do processo fermentativo e
posteriormente sofria uma centrifuga¢do para separar a biomassa dos restantes constituintes

da matriz.
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3. Discussao de Resultados

3.1 Desenvolvimento do método

O processo de fermentagcdo tem, normalmente, um comportamento semelhante ao
representado na Figura 35 a, onde o substrato é todo consumido e o produto é produzido.
Contudo, nestas fermentagdes, se o valor do composto C baixasse dos 40 mg/mL e se, nesse
mesmo momento, o valor do composto D estivesse abaixo dos 100 mg/mL, uma quantidade
do composto C era introduzida para aumentar o valor do composto D (Figura 35b). Quando o
valor do composto D passa os 100 mg/mL, o processo da fermentacdo segue normalmente,

esgotando o composto C e produzindo o composto D.
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180,0 180,0
160,0 160,0
g 140,0 j/r\ = 140,0
5 1200 £ 100
E 1000 \\ E 100
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Figura 35 - a) Processo normal de Fermentagdo; b) Processo manipulado de Fermentagdo.

A figura 36 mostra alguns dos espectros usados no processo. Todos eles tém o mesmo
comportamento, mostrando dois picos elevados aos 5000 cm™ e 7000 cm™. Estas
caracteristicas observadas no espectro estdo relacionadas com o primeiro sobretom do
alongamento da ligacdo O-H da dgua. Como as fermentacdes tém grandes quantidades de
agua na matriz e como o background usado foi um vial vazio, é normal que estas duas bandas
estejam mais pronunciadas. A razdo da escolha deste background (em vez do vial com agua
para subtrair a todas as amostras) é pelo facto de ser necessario uma grande quantidade de

calculos, caso seja aplicado na monitorizacdo in-line.

Assim a dgua foi considerada simplesmente como um componente adicional do efeito de
matriz global que influencia os espectros. Neste caso, é possivel usar os espectros brutos para
a determinagdo em tempo real dos analitos durante a fermentacdo para obter resultados sem

atraso de tempo.

De notar que, para tal procedimento, é necessdrio um grande nimero de amostras usadas

para representar o sistema, porque uma nova variavel foi introduzida no sistema.
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Figura 36 - Espectros de fermentagdo usados para a calibragdo.

Para saber qual a regido do espectro que tem interesse de ser analisada (caracteristicas
espectrais), os espectros sofrem um pré-processamento, a 12 derivada. Como ja foi
mencionado, o espectro NIR da dgua exibe duas diferentes regides de absor¢do perto dos 7000
cm™ e 0s 5000 cm™. Pela analise da figura 37, ha duas regides espectrais definidas. A primeira
regido é entre os 9000 cm' e o0s 8500 cm’ e a segunda é entre os 6400 cm™ e 0s 5400 cm™. A
primeira regido pode ser associada ao segundo sobretom do alongamento da ligacdo C-H,
possivelmente da molécula do composto C e a segunda regido pode ser associada ao primeiro
sobretom do alongamento da ligacdo C-H ou da ligagdo O-H, possivelmente da molécula dos
compostos C e D, respectivamente (Tabela 1). Ndo é possivel saber qual das zonas pertence a
que molécula, porque a espectroscopia NIR exibe as bandas correspondentes as ligagdes
quimicas e nao as moléculas. E, além disso, a matriz das fermentagdes contém mais

constituintes, por isso podem também influenciar os espectros.
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Figura 37 - Espectros da fermentacgdo processados com a 12 derivada.

De modo a mostrar a possibilidade de construir modelos de calibracdo satisfatdrios para os
compostos em matrizes complexas, foram elaborados nove modelos variando a regido
espectral e o composto, isto é, trés modelos foram construidos para prever os valores dos
compostos C e D, trés modelos para prever apenas o valor do composto C e os restantes trés

modelos para prever o valor do composto D.

Para as 410 amostras, o modelo de calibragdo usado foi o algoritmo de PLS e, de modo a obter
uma calibracdo adequada, foram desenvolvidos varios modelos de calibragdo combinando
diferentes regides espectrais e técnicas de pré-processamentos. Para o modelo de calibragao,
o R® e 0 SECV foram obtidos, permitindo uma primeira avaliagdo da capacidade preditiva do
modelo. Métodos multivariados, como PLS, extraem os factores espectrais numa ampla gama
de comprimentos de onda que, simultaneamente relacionam a concentragao do analito e
compensam pelas bandas de absorgao de interferéncia, espalhando as diferengas e mudangas

na posi¢do da banda.

Os nove modelos usaram o tipo de calibracdo PLS-1, combinado com o tipo de diagndstico
Cross Validation (CV), a preparacdo dos dados foi Mean Center e a correc¢do do percurso

optico foi Normalize, sendo a regido espectral a Unica diferenca entre eles (tabela 21).
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Tabela 21 — Resultados das calibragGes para os nove modelos

Modelo Composto Regido espectral1 N2 de factores SECV (mg/mL)

C 7 0,899 8,25

A 1
D 7 0,965 8,98
B C 1 7 0,902 8,18
C D 1 7 0,962 9,59
C 11 0,976 4,30

D 2
D 11 0,991 4,43
E C 2 12 0,973 4,51
F D 2 12 0,991 4,49
C 13 0,979 4,04

G 3
D 13 0,992 4,11
H C 3 13 0,974 4,15
| D 3 12 0,991 4,67

1 _ 0 intervalo 1 é entre 9000 cm™ e 8500 cm'l, o intervalo 2 é entre 6400 cm™ e 5400 cm™ e o intervalo 3 é o conjunto dos
intervalos 1 e 2.

Sem a validacdo externa, os dois parametros que podem definir um possivel bom modelo sdo
o Erro Padrdo da Validac3o Cruzada (SECV) e a correlagdo (R?), isto &, o valor mais baixo para

SECV e o valor mais préximo de 1 para o R”.

Analisando a tabela 21, para o composto C, o melhor modelo de calibragdo poderia ser o G,
porque tem o valor mais baixo para o SECV e o R” é quase 1. Para o composto D, o melhor

modelo de calibracdo poderia também ser o G, pelos mesmos motivos.

3.2 Validagdo Externa

Analisando a tabela 21, todos os modelos tém boas correlagdes. No entanto, a validagdo
externa é o factor mais importante para decidir qual dos modelos é melhor, porque apresenta
o Erro Padrdo de Previsdo (SEP), que é associado ao erro da previsdo dos valores com a
calibragdo. Para a validagdo externa, 65 amostras foram usadas para prever os seus valores

através dos nove modelos. Os resultados estdo apresentados na tabela 22.

Um modelo de calibragdo NIR robusto produzird um SEP semelhante ao SECV do modelo de
calibragdo NIR derivado. Tanto o declive da recta de regressdo e o coeficiente de correlagdo,
R?, devem ser préximo de 1 e a intercepcdo com o eixo das ordenadas deve aproximar-se de

zZero.
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Analisando estes valores, a regido espectral 1 (9000 cm™ — 8500 cm™) tem os valores mais
fracos para o SEP e R”. Isto significa que nesta zona n3o é facil de perceber as diferengas entre

as amostras, pois o erro de previsdo dos valores é superior.

Para o composto C, o modelo mais apropriado é o D. Apesar de n3o ter o maior R?, tem o valor
mais baixo de SEP e a diferenca entre o SECV da calibracdo e o SEP da validacdo externa é de
muito pouca (2,28 mg/mL). Este modelo como tem os pardmetros da calibracdo mais
favoraveis face aos outros modelos (melhor R* e SECV mais baixo) torna-se o mais fidvel. A
intercepg¢ao com o eixo das ordenadas ndo é tao préoximo de zero (7,7), devido as variagdes nas

concentragdes do composto C durante os varios processos fermentativos (Figura 35a e 35b).

Para o composto D, o modelo mais apropriado é o G, porque tem o valor mais baixo de SEP e o
valor mais alto de R’. Para além disso, a diferenca entre o SECV da calibracdo e o SEP da

validacdo externa é minima (2,28 mg/mL) e a intercepcdo com o eixo das ordenadas é 4.01.

Isto significa que, quando o modelo prevé os valores das fermentagdes, estes dois modelos sdo
os indicados para obter as diferencas mais baixas entre o NIR e o método de referéncia.
Contudo, para o composto D, a diferenca entre o modelo D e G é minima, logo, de modo a
tornar industrialmente mais pratico, optou-se por implementar o modelo D, prevendo em

simultaneo o valor dos dois compostos.

De reparar que, para todos os métodos, os valores de R” para a calibracdo e validagdo externa
sdo superiores para o composto D do que o composto C. A razdo, ja mencionada, é porque o
composto C, durante o processo fermentativo, foi sempre adicionada quando descia para
valores abaixo dos 40 mg/mL, por isso a variacdo de pontos e espectros é maior (Figura 35b).
Para ter os valores do factor de correlagdo, para os dois compostos, proximos um do outro, é
necessario adquirir mais espectros, para haver maior variabilidade e o valor de R* para o

composto C aumentar.

Um ponto importante a considerar reside na dificuldade de decréscimo dos valores de SEP.
Apds andlise de todas as amostras, nota-se que a maior diferenca entre o valor do método de
referéncia e do NIRS estd na amostra inicial. Isto porque como cada fermentacdo s6 ha uma
amostra desse género, a variedade de espectros com valores tdo elevados do composto C é
baixa, portanto o erro associado a essas amostras iniciais € maior. Como o SEP é uma média,
ao ter uma diferenca tdo elevada na primeira amostra de todas as fermentaces, faz com que
o seu valor aumente, ndo correspondendo, de todo, ao erro de previsdo das restantes

amostras das fermentacdes.
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O modelo ideal é aquele que consegue prever os valores dos compostos C e D em simultdneo,
porque é mais rapido para obter os valores de uma andlise multivariada, tornando-se mais
pratico quando usado a nivel industrial. Contudo, construir modelos com duas variantes,
torna-se mais complexo, porque com o software do NIRS, os pré-processamentos
seleccionados sdo aplicados para ambos os compostos, assim como os outliers a retirar. Neste
caso, os pré-processamentos escolhidos e outliers para o composto C sdo 0os mesmos que para
o composto D e vice-versa. Por isso, o modelo D é o indicado para o estudo deste tipo de

fermentacodes.

Tabela 22 — Resultados para a calibragdo e validagao externa para os nove modelos

Calibragao Validagdo Externa

2 2

Modelo  Regido espectral* Composto R SECV (mg/mL) R SEP (mg/mL)

C 0,899 8,25 0,612 10,70
A 1 - -

D 0,965 8,98 0,881 13,36
B 1 C 0,902 8,18 0,636 10,25
C 1 D 0,962 9,59 0,908 12,16

C 0,976 4,30 0,775 6,71
D 2 - -

D 0,991 4,43 0,969 6,94
E 2 C 0,973 4,51 0,761 7,06
F 2 D 0,991 4,49 0,963 7,66

C 0,979 4,04 0,733 7,63
G 3 ' :

D 0,992 4,11 0,973 6,39
H 3 C 0,974 4,15 0,737 7,85
| 3 D 0,991 4,67 0,966 7,35
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4. Estratégia de andlise NIRS

Os instrumentos NIR sdo desenhados para ser instalados quer em laboratério em linha ou em
interface directa com o biorreactor (in situ). Acima de tudo, o modo de medicdo mais
apropriado e a melhor localizacdo para o NIRS é ditado pelas propriedades do caldo
fermentativo, a selectividade e sensibilidade requerida pelo analito, a duracdao da fermentacao

e os requerimentos de monitorizagado e controlo (S.Alison Arnold, 2003).

Existem trés tipos de andlise/monitorizagdo de fermentagdes, sendo a analise em laboratério,
a analise rapida em linha e a andlise directa em linha. Neste estudo, a configura¢do usada foi a

primeira (Figura 38a).

NIR e
' Analyzer|

NIR
_‘» Analyzer|

NIR
Probe || o oes

Analyzer

Control Loop

Figura 38 - Estratégias de analise de fermentagdes pelo NIRS a (a) escala laboratorial, (b) sistemas de andlise rapida
em linha, e (c) sistema de andlise directa em linha (S.Alison Arnold, 2003).

A razdo é porque fornece uma melhor flexibilidade analitica, porque ambos os modos de
reflectdncia e transmitdncia podem ser medidos para amostras do caldo fermentativo,
ingredientes de alimentacdo, matérias-primas e efluentes. Para além disso, fornece uma maior
selectividade e sensibilidade analitica, porque a andlise espectral do NIR pode ser feita em
toda a regido espectral entre 12000 cm™ - 4500 cm™. Contudo, esta estratégia requer uma
amostragem manual dos biorreactores para o aparelho de NIR. Embora esta investigacao
esteja em fase de estudo, caso a monitorizagdo das fermentagGes avance para niveis
industriais, a configuracdo podera ser mudada para o sistema de andlise rdpida em linha

(figura 38b).
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Parte D - Isolamento do Produto das Fermentagoes

1. Introdugao

Em todas as fermentag¢des, o microorganismo que as realiza recebe um substrato, que serd
consumido, e transformd-lo-a num produto. Neste caso, o organismo é a bactéria Y e usa o

composto C como substrato para produzir o composto D.

O composto D é um dos oligossacaridos mais abundantes no leite humano, constituindo cerca
de 30%. Foi descoberto em 1950 e a sua técnica de isolamento foi descoberta 22 anos depois.
Devido as suas propriedades pré-bidticas e anti-infecciosas, o composto D é discutido como
um nutriente adicional na alimentacdo infantil. Este composto estimula o crescimento de
certos receptores, prestando protecgdo toxica e patogénica. Entre os patogénicos que o
composto D é capaz de proteger estdo a Campylobacter jejuni e a Salmonella, entre outros.
Logo, os oligossacaridos do leite humano sdo conhecidos por serem o factor mais relevante

para desenvolver a flora intestinal das criangas amamentadas (Won-Heong Lee, 2012).

Normalmente, os baixos niveis do composto D no soro do leite humano para criancas estao
associados a um elevado nivel de casos de diarreia. Por isso, este composto torna-se de

elevado interesse a niveis nutricionais e farmacéuticos.

1.1 Sintese do composto D

O composto D pode ser sintetizado através da acgdo enzimdtica do composto C por a-1, 2
fucosiltransferase (FucT2), o que requer guanosina 5’difosfato (GDP)-E-fucose como um
doador de E-fucose. A bactéria Y é conhecida por ser capaz de sintetizar o GDP-E-fucose, uma
vez que é usado para a biossintese do acido colanico, um dos principais componentes da

parede celular (Won-Heong Lee, 2012).
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1.2 Etapas do processo do isolamento/concentracdo do composto D

In6culo

I Concentrado da

etapa A
Meio ~ A

Meio Fermentado > Etapa A

Permeado da etapa A

v

Permeado da etapa B € Etapa B

Concentrado da etapa B

Etapa C

Etapa D

Aguas-maes

Composto D
isolado e €
concentrado

Concentrado da

etapa D

Etapa E

Figura 39 - Etapas do processo de concentragao e isolamento do produto das fermentagdes.
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Apds o processo fermentativo terminar, é necessario isolar o composto D e concentra-lo até

aos valores desejados. Assim, o caldo da fermentacdo passa por diversos passos:

12 Etapa A: Nesta fase, obtém-se o CA (concentrado da Etapa A) e o PA (permeado da Etapa
A). O CA é excluido (concentracdo do composto D bastante baixa) e o PA, como tem elevadas
concentragdes do composto D, segue no processo. Nesta fase é criada a 12 calibracdo para

prever os valores do composto D resultantes da etapa A.

22 Etapa B: Nesta fase, as espécies idnicas maiores e moléculas complexas sao retidas, logo o
composto D fica retido na membrana. Assim, o permeado da etapa B (PB), como tem uma
baixa concentracdo ou nenhuma do composto D, é rejeitado e o concentrado da etapa B (CB) é

usado na fase seguinte.

32 Etapa C: Nesta fase, o CB é filtrado para se separar das suas impurezas ou elementos
poluentes. Esses componentes que estdo no CB ficam retidos na etapa C. Nesta fase é criada a

22 calibracdo para prever os valores do composto D resultantes das etapas B e C.

42 Etapa D: Nesta fase ha uma separacao parcial dos componentes, induzida por uma corrente
eléctrica. O resultado final é um aumento da concentracdo de iGes em compartimentos
alternados e uma reducdo nos restantes compartimentos, ou seja, formam-se duas correntes,
uma diluida e outra concentrada. Nesta fase é criada a 32 calibragdo para prever os valores do

composto D resultantes da etapa D.

52 Etapa E: Nesta fase o objectivo é concentrar ainda mais o produto desejado. Sao criadas a
42 e 52 calibragdo para prever os valores do composto D resultantes da etapa E. Sdo
necessarias duas calibragdes pois é necessario saber qual o melhor modo de medigdo através
do método de referéncia, isto é, se os valores resultantes do NIRS se assemelham mais a IC

guando esta é efectuada com amostras medidas em volume ou medidas em peso.

62 Etapa F: Para se obter o composto D em pd e concentrado, é necessario que as amostras
sofram a etapa F. Nesta fase as amostras sdo tratadas com Acido acético, sendo assim

necessario criar a 62 calibragao onde se prevé os valores do acido acético.
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2. Parte experimental

O acompanhamento do isolamento do produto da fermenta¢do em estudo através do NIRS foi
com o objectivo de acelerar o processo, isto é, saber se seria possivel acompanhar as diversas
fases do processo de concentracdo do composto D. O método usado para saber o valor da
concentracdo do composto D foi a Cromatografia idnica. Como este método, apesar de eficaz,

€ um processo moroso, a substituicao pelo NIRS seria ideal.

2.1 Instrumentagao

2.1.1 Espectroscopia NIR

Os espectros NIR foram adquiridos utilizando um espectrofotometro FT-NIR modelo FTLA2000-
160 da ABB no intervalo de comprimento de onda entre os 12000 cm™ e os 4500 cm™?, com
uma resolucdo espectral de 16 cm™, a uma temperatura de 252C. Cada espectro obtido é a
média de 32 varrimentos e com um ganho em Low B. O espectrofotémetro vem equipado com
um acessoério de suporte para amostras liquidas com moddulo de transmitancia, fonte de
radiacdo térmica policromatica, produzida por uma lampada de Quartz-Halogénio e um

detector de indio-Arsénio (InAs).

As amostras sdo colocadas sobre o acessério de suporte de amostras liquidas em frascos

cilindricos de 1mL.

2.1.2 Técnica Instrumental de referéncia — Cromatografia Ionica

A concentragdo do composto D foi determinada por IC. O material usado foi:

e Equipamento: Metrohm 881 compact IC pro

e Amostrador automatico: Metrohm 863 compact autosampler

e Detector PAD: Metrohm 896 professional detector

e Coluna com comprimento de 250mm, didmetro de 2mm, Dionex CarboPac PA1

e Pré-coluna com comprimento de 50mm, didmetro de 2mm, Dionex CarboPac PA1

e Balanga analitica
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e BalBes volumétricos

e Micropipetas

e Pontas de micropipetas

e Viaisde 1mL

e Falcons de 11mL com tampa para o amostrador automatico

e Garrafa de eluente PP 2L

2.1.3 Programas para aquisicao dos espectros

Os espectros NIR e os dados de referéncia das amostras foram tratados pelos programas

informaticos da Galatic:

e Grams 32/Al 7.0 — Programa que permite a aquisicio dos espectros e a sua
visualizacdo, aplicando os pré-tratamentos espectrais mais habituais.

e AIRS PHARMA 3.0 com o PLSPLUS/IQ — Programa que permite desenvolver calibracdes
de modo a obter os métodos de analise pretendidos. Permite trabalhar com conjuntos
de dados multivaridveis e incorpora os algoritmos quimiométricos mais comuns. Foi
utilizado para aplicar os pré-tratamentos espectrais, realizar analises de componentes

principais (PCA) e calcular regressdes por minimos quadrados parciais (PLS).

2.1.4 Ensaios de Isolamento/Concentracdo e Amostragem

No total, foram usadas 224 amostras. Para obter uma maior variedade de espectros,
adquiriram-se os espectros resultantes das fases de concentragdo mas também CA e PB, que
eram rejeitados no processo, para ser possivel determinar as concentragbes destas amostras.
O processo fermentativo decorreu em reactores de ago, variando da escala piloto para
laboratorial, mantendo o mesmo meio de cultivacdo, variando apenas o volume (400L para a
escala piloto e 1.5L para a escala laboratorial). As fermentacGes foram realizadas pela bactéria

Y e foi controlada a uma temperatura entre os 202C e 0os 302C e a um pH entre 7 e 9.
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3. Discussao de Resultados

A medida que o caldo fermentativo seguia nas etapas descritas na figura 39, a concentracdo do
composto D ia aumentando (figura 40). Para a construcdo das calibra¢des, de forma a obter
uma gama de trabalho mais alargada, foram usadas todo o tipo de amostras do processo,

desde concentrados aos PB, CA e as ML (dguas-maes).
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Figura 40 — Aumento da concentragdo do composto D ao longo do processo.

A figura 41 mostra alguns dos espectros usados no processo. Todos eles tém o mesmo
comportamento, mostrando dois picos elevados aos 5000 cm™ e 7000 cm™, relacionados com
o primeiro sobretom do alongamento da ligagao O-H da dgua. Como no final das fermentagdes
existem grandes quantidades de agua na matriz e como o background usado foi um vial vazio,

é normal que estas duas bandas estejam mais notaveis.
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Figura 41 — Espectro usados para a calibragao.

Para saber qual a regido do espectro que tem interesse de ser analisada (caracteristicas
espectrais), os espectros sofrem um pré-processamento, a 12 derivada. Pela andlise da figura
42, existem duas regides espectrais definidas. A primeira regido é entre os 9100 cm™ e os 8100
cm™ e a segunda é entre os 7000 cm™ e os 5400 cm™. Como foi provado com as amostras das
fermentacdes, a zona ideal para quantificar o composto D é a 22, pois estd associada ao
primeiro sobretom do alongamento da ligagdo O-H existente na molécula do composto D

(Tabela 1).
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Figura 42 — Espectros do Isolamento processados com a 12 derivada.



Etapa A

3.1 Desenvolvimento do método

Primeiramente deve ser analisada a existéncia de padrdes nos dados. Ao utilizar a PCA nos
espectros adquiridos para a calibracdo, apds os pré-processamentos, foram encontradas
diferencas entre as amostras. Pela analise da figura 43, é possivel verificar que as amostras
estdo agrupadas em dois grupos, sendo que as amostras do 22 e 32 quadrante pertencem as

amostras CA e as amostras do 12 e 42 quadrante pertencem as amostras PA.
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Figura 40 — Analise PCA das amostras resultantes da etapa A.

Para o processo da etapa A foram usadas 20 amostras. O modelo foi elaborado com o tipo de
calibragdo PLS-1, combinado com o tipo de diagndstico Cross Validation, a preparagao dos

dados foi Mean Center e a correccdo do percurso dptico foi Normalize.

Tabela 23 — Resultado da calibragao para o processo da etapa A

2

Modelo Regido espectral (cm™)  Ne de factores R SECV (mg/mL)

U 9100 - 8100 5 0,938 5,94
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Um bom modelo de calibracio deve ter o valor de SECV mais baixo e o valor da correlagdo (R%)
deve ser o mais préximo de 1. Sem efectuar a validacdo externa, o modelo apresenta
resultados para uma boa calibragdo. O valor da correlagdo é préximo do ideal (0,938) e o erro
associado a calibracdo apresenta um valor baixo, cerca de 6 mg/mL. Contudo, o nimero de
amostras usadas é reduzido, permitindo apenas verificar a existéncia de uma correlacdao. A
introducao de novas amostras na calibracado ird torna-la melhor, aumentando o seu valor e R’e

reduzindo o SECV.

3.2 Validagao Externa

Para a validacdo externa foram usadas 4 amostras. O modelo revelou-se eficaz, pois
apresentou um factor de correlacdo de 0,992 e o erro de previsdo é baixo (3,36 mg/mL). Além

disso, a intercepgdo com o eixo das ordenadas é proximo de zero (1,96).

Tabela 24 - Resultados da calibragdo e da validagdo externa para as amostras da etapa A

Calibragao Validagao Externa
Modelo Regido espectral (cm™) Composto R’ SECV (mg/mL) R’ SEP (mg/mL)
U 9100 - 8100 D 0,938 5,94 0,992 3,36

Apesar do reduzido numero de amostras usadas para a valida¢do externa, o valor de SEP é
baixo. Para certificar que a calibracdo elaborada é a mais correcta e garante resultados
fidedignos, é necessario aumentar o nimero de amostras, quer para a calibracdo, quer para a

validagao.
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EtapaBeC

3.1 Desenvolvimento do método

Nesta fase optou-se por fazer apenas uma Unica calibracdo para duas etapas do processo, visto
gue as alteracdes que podem ocorrer sdao apenas ao nivel da etapa B. A etapa C serve para
remover a cor e as impurezas que possam existir, logo ndo tem qualquer influéncia na

aquisicdo dos espectros.

Ao utilizar a PCA nos espectros adquiridos para a calibracdo, apds os pré-processamentos,
foram encontradas pequenas diferengas entre as amostras. Pela analise da figura 44, é possivel
verificar que as amostras pertencentes a uma determinada fermentagdo encontram-se
agrupadas no 29 quadrante. Esta diferenca pode ser justificada por alguma diferenca no meio

fermentativo.
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Figura 41 — Andlise PCA para as amostras resultantes da etapa B e C.

Para o processo da etapa B e C e carvdo activado foram usadas 50 amostras. O modelo foi
elaborado com o tipo de calibragdo PLS-1, combinado com o tipo de diagndstico Cross
Validation, a preparacao dos dados foi Mean Center e a correcgdo do percurso Optico foi

Normalize.
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Tabela 25 — Resultado da calibragdo para o processo da etapa B eC

2

Modelo Regido espectral (cm'l) N2 de factores R SECV (mg/mL)

N 9100 - 8100 6 0,986 14,1

Sem efectuar a validagdo externa, o modelo apresenta um bom valor de correlagao, pois é
proximo do ideal (0,986), contudo o erro associado a calibracdo apresenta um valor elevado

para o tipo de amostra em estudo (14,1 mg/mL).

3.2 Validagao Externa

Para a validacdo externa foram usadas 10 amostras. O modelo revelou-se eficaz, pois
apresenta um factor de correlacdo de 0,980 e a intercep¢do com o eixo das ordenadas é de
5,39. Contudo, o erro de previsdo é elevado para o tipo de amostras em estudo (13,50

mg/mL), o que faz com que a confianca dos resultados obtidos ndo seja a melhor.

Tabela 26 — Resultados da calibragdo e da validagdo externa para as amostras da etapaBe C

Calibragao Validagao Externa
Modelo Regido espectral (cm'l) Composto R’ SECV (mg/mL) R’ SEP (mg/mL)
N 9100 - 8100 D 0,986 14,1 0,980 13,50

O numero de amostras usadas para a validagao externa é reduzido, dai o SEP ser elevado. Para
certificar que a calibragdo elaborada é a mais correcta e garante resultados fidedignos, é

necessario aumentar o nimero de amostras.
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Etapa D

3.1 Desenvolvimento do método

Ao utilizar a PCA nos espectros adquiridos para a calibracdo, apds os pré-processamentos,
foram encontradas diferencas entre as amostras. Pela andlise da figura 45, é possivel verificar
gue as amostras estdo agrupadas em dois grupos, sendo que as amostras do 22 e 32 quadrante
pertencem as amostras de uma so fermentacdo e as amostras do 12 e 42 quadrante pertencem

as amostras das restantes fermentacdes estudadas.
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Figura 42 — Analise PCA para as amostras resultantes da etapa D.

Para o processo da etapa D foram usadas 15 amostras. O modelo foi elaborado com o tipo de
calibragdo PLS-1, combinado com o tipo de diagndstico Cross Validation, a preparagao dos

dados foi Mean Center e a correcgdo do percurso dptico foi Normalize.

Tabela 27 — Resultado da calibragao para o processo da etapa D

2

Modelo Regido espectral (nm) N2 de factores R SECV (mg/mL)

E 9100 - 8100 4 0,982 7,09
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Sem efectuar a validacdo externa, o modelo apresenta resultados para uma boa calibracdo. O
valor da correlacdo é proximo do ideal (0,982) e o erro associado a calibragdo apresenta um
valor baixo, cerca de 7,09 mg/mL. Contudo, o nimero de amostras usadas é reduzido,
permitindo apenas verificar a existéncia de uma correlacdo. A introducao de novas amostras

na calibragdo ira torna-la melhor, aumentando o seu valor e R? e reduzindo o SECV.

3.2 Validagao Externa

Para a validacdo externa foram usadas apenas 3 amostras. O modelo revelou-se eficaz, pois
apresentou um factor de correlacdo de 0,974, contudo o erro de previsdo é alto (10,04

mg/mL). Além disso, a intercepcdo com o eixo das ordenadas é muito afastado de zero (41,36).

Tabela 28 — Resultados da calibragdo e da validagdo externa para as amostras da etapa D

Calibragao Validagao Externa
Modelo Regido espectral (cm™) Composto R’ SECV (mg/mL) R’ SEP (mg/mL)
E 9100 - 8100 D 0,982 7,09 0,974 10,04

Apesar do reduzido nimero de amostras usadas para a validacdo externa, o valor de SEP é
baixo. No entanto, ndo é possivel afirmar que o modelo criado é o melhor para estas amostras,
pois os 3 pontos escolhidos apenas reflectem uma pequena parte da gama espectral estudada.
Para certificar que a calibracdo elaborada é a mais correcta e garante resultados fidedignos, é

necessario aumentar o nUmero de amostras.
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Etapa E

3.1 Desenvolvimento do método

Ao utilizar a PCA nos espectros adquiridos para a calibracao, apds os pré-processamentos, ndao
foram encontradas diferencas entre as amostras. Pela andlise da figura 46, é possivel verificar
que as amostras estdo agrupadas em apenas um grupo, sendo que as 3 amostras mais

afastadas das restantes, correspondem aos outliers posteriormente removidos.
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Figura 43 — Andlise PCA para as amostras resultantes da etapa E.

Para o processo da destilacdo optou-se por comparar dois métodos. O primeiro foi obtido com
os resultados medidos em volume e o segundo os resultados foram medidos em massa. A
razdo pela qual foram comparados estes dois métodos, reflecte-se na descoberta de qual das

unidades se aproxima mais do método de referéncia (IC), quando previsto pelo NIR.

Como as amostras nesta fase sdao muito concentradas, ao pipetar corre-se o risco de nao
reflectir uma uniformidade, podendo acumular-se o composto D na ponta descartavel da
micropipeta, pipetando uma quantidade de solugcdo com substrato que ndo corresponde a
realidade. Assim, ao medir por peso, tenta manter-se uma homogeneidade da amostra para

que nao haja perda do composto D.
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Para ambos os métodos foram usadas 16 amostras. Os modelos foram elaborados com o tipo
de calibracdo PLS-1, combinado com o tipo de diagndstico Cross Validation, a preparacao dos

dados foi Mean Center e a correcgao do percurso dptico foi Normalize.

Tabela 29 — Resultado das calibragdes para o processo da etapa E

Modelo Regido espectral (em™)  Ne de factores R’ SECV (mg/mL)
Dyolume 9100 - 8100 4 0,990 16,19
Dpgeso 9100 - 8100 6 0,994 8,72

Para ambos os modelos, as correlagées sao boas, contudo o erro associado a calibracdo em
volume ¢é ligeiramente elevado (16,19 mg/mL). Sem a validacdo externa e comparando os
valores dos dois modelos, o modelo medido em peso tem melhores resultados, ou seja, este

modelo aproxima-se mais ao método do NIR.

3.2 Validagao Externa

Para a validacdo externa foram usadas apenas 4 amostras para ambos os modelos. Os dois
modelos revelaram-se eficazes, pois apresentaram um factor de correlacdo de 0,997 (volume)
e de 0,991 (peso), contudo os erros de previsdo foram altos. Além disso, as intercepces com o
eixo das ordenadas sdao muito afastadas de zero, sendo 86,73 para a calibragdo medida em

volume e 78,55 para a calibragdo medida em peso.

Tabela 30 — Resultados das calibragGes e das validagdes externas para as amostras da etapa E

Calibragao Validagao Externa

Modelo Regido espectral (cm™) Composto R’ SECV (mg/mL) R’ SEP (mg/mL)
Dyolume 9100 - 8100 D 0.990 16,19 0,997 43,96

Dgeso 9100 —-8100 D 0,994 8,72 0,991 49,64

O numero de amostras usadas para a validagdo externa foi reduzido, dai o SEP ser tdo elevado.
No entanto, como nesta fase as concentra¢des do composto D sdo elevadas (na ordem dos 500

mg/mL), um erro com estas dimensdes ndo é muito preocupante.

Com os resultados obtidos ndo é possivel afirmar qual dos modelos serd o mais fidedigno a

seguir, pois seriam necessarias mais amostras para o comprovar.

97



Etapa F

3.1 Desenvolvimento do método

Ao utilizar a PCA nos espectros adquiridos para a calibracdo, apds os pré-processamentos,
foram encontradas diferencas entre as amostras. Pela andlise da figura 47, é possivel verificar
gue existem amostras mais afastadas (12 e 42 quadrante). A diferenca pode dever-se a
pequenas alteracbes existentes na matriz dessas amostras, contudo ndo influenciam

negativamente a construgao das calibragGes.
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Figura 44 — Analise PCA para as amostras resultantes da etapa F.
Para reduzir o erro associado a aquisicdo espectral, as 28 amostras usadas neste processo
foram medidas em triplicado, fazendo um total de 84 espectros. O modelo foi elaborado com o

tipo de calibragdo PLS-1, combinado com o tipo de diagndstico Cross Validation, a preparacdo

dos dados foi Mean Center e a correcgao do percurso dptico foi MSC.

Tabela 31 — Resultado da calibragdo para o processo da etapa F

Modelo Regido espectral (cm™) N2 de factores R’ SECV (%)

S 6500 - 5500 6 0,980 0,15

Nesta etapa do processo ndo existiram amostras suficientes para realizar a validagcdo externa,
pois o processo ainda decorre nas instalagdes da Cipan. No entanto, o modelo apresenta

valores razodaveis para ser prosseguido o estudo.
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Aguas-maes

3.1 Desenvolvimento do método

Ao utilizar a PCA nos espectros adquiridos para a calibracdo, apds os pré-processamentos,
foram encontradas diferencas entre as amostras. Pela andlise da figura 48, é possivel verificar
gue as amostras estdo agrupadas de acordo com as fermentacdes a que correspondem. Por
exemplo, no 12 quadrante estdo as amostras correspondentes a uma determinada
fermentacdo e no 22 quadrante estdo as amostras de uma diferente fermentagdo. Isto pode

dever-se a pequenas alteracdes nos meios fermentativos

0,5
0;4 r
*
03
0,2 L
®
(o} 1
@ T é
o
3 r T ’ ” ‘G I T T 1
0,4 028e® 0 ¢ 0,2 0,4 0,6
‘ ‘ UL ‘
%o *
. .
(v e ’
0,4
score 1

Figura 45 — Analise PCA para as amostras resultantes da etapa G.

Para as amostras da etapa G foram usadas 25 amostras. O modelo foi elaborado com o tipo de
calibragdo PLS-1, combinado com o tipo de diagndstico Cross Validation, a preparagao dos

dados foi Mean Center e a correccdo do percurso dptico foi Normalize.

Tabela 31 — Resultado da calibragdo para as amostras das aguas-maes

2

Modelo Regido espectral (cm™)  Ne de factores R SECV (mg/mL)

ML 9100 - 8100 5 0,96 4,5
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Sem efectuar a validagdo externa, o modelo apresenta um bom valor de correlacdo, pois é
préximo do ideal (0,96) e o erro associado a calibracdo apresenta um valor baixo (4,5 mg/mL).

Contudo, o numero de amostras usadas na calibracdo é reduzido.

3.2 Validagao Externa

Para a validacdo externa foram usadas apenas 3 amostras. O modelo revelou-se eficaz, pois
apresentou um factor de correlacdo de 0,982, contudo o erro de previsdo é alto (13,32

mg/mL). Além disso, a intercepcdo com o eixo das ordenadas é muito afastado de zero (10,24).

Tabela 34 — Resultados da calibragdo e da validagdo externa para as amostras da etapa G

Calibragao Validagao Externa
Modelo Regido espectral (cm™) Composto R’ SECV (mg/mL) R’ SEP (mg/mL)
ML 9100 - 8100 D 0,96 4,5 0,982 12,32

O numero de amostras usadas para a validacdo externa é reduzido, dai o SEP ser elevado. No
entanto, ndo é possivel afirmar que o modelo criado é o melhor para estas amostras, pois os 3

pontos escolhidos apenas reflectem uma pequena parte da gama espectral estudada.

Para certificar que a calibragdo elaborada é a mais correcta e garante resultados fidedignos, é

necessario aumentar o nUmero de amostras.
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D- Conclusoes

A espectroscopia de Infravermelho Préximo, juntamente com as técnicas de quimiometria,
revelou ser uma técnica eficaz como substituinte dos métodos convencionais usados na
monitorizacdo de processos farmacéuticos. A introducdo desta técnica na industria tras
enumeras vantagens, desde a ndo utilizacdo de solventes, a ndo preparacdo de amostras, bem
como a rapidez de obtencdo de resposta. Além do mais, ndo necessita de um operador

qualificado para poder manusear o equipamento, o que reduz custos.

Para o composto A obteve-se uma boa calibracdo e o seu erro de previsdo foi baixo, o que
permitiu uma margem de confianca para a sua implementacdao no software do aparelho.
Assim, quando for necessario a medigdo da humidade deste composto, os operadores da

Cipan poderao recorrer ao NIRS para obter uma rapida resposta.

O mesmo sucede com o composto B, pois gracas a eficacia da calibragdo elaborada para este
solvente, a Cipan pode recorrer a esta técnica para obter os valores de humidade, deixando de

parte o método convencional aplicado, o Karl-Fischer.

Relativamente ao estudo das fermentacbes, a medida que a quantidade de espectros
envolvidos na calibracdo ia aumentando, mais baixo era o erro de previsdo (SEP). Isto significa
que, para poder aumentar o grau de confianga nos dados obtidos, o estudo necessita de ser
continuado. No entanto, como os valores de SEP para os compostos C e D sdo baixos, e como o
tipo de processo que é efectuado na Cipan ndo necessita de um erro associado menor ao
obtido, as calibracGes elaboradas foram aceitdveis. O modelo D, como obteve os melhores
resultados e industrialmente é mais pratico (prevé os dois compostos em simultaneo), foi

implementado no aparelho de NIRS, de modo simplificar o trabalho feito pelos operadores da

Cromatografia lénica.

O estudo do acompanhamento do processo de isolamento/concentracdo do produto das
fermentagdes apresentou também bons resultados, contudo, ainda esta um pouco distante a
sua implementacdo no aparelho de NIRS, pois a quantidade de dados espectrais estudados foi
reduzida. Tal como nas fermentacGes, quanto maior a quantidade de espectros, maior a
variabilidade, logo menor sera o erro de previsdo, por isso tornar-se-ia interessante a
continuagdo do estudo deste processo, de modo a poder substituir a Cromatografia idnica pela
Espectroscopia de infravermelho préximo, visto que seria algo de inovador na Industria

Farmacéutica que traria as vantagens ja conhecidas.
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E- Perspectivas futuras

Existem muitos processos na industria farmacéutica, principalmente processos efectuados no
Controlo de Qualidade, que recorrem a vdrias técnicas, como a Cromatografia gasosa,
Cromatografia iénica, Cromatografia liquida de alta eficiéncia, Karl-Fischer, etc. Todos estes
processos necessitam de solventes e de técnicos especializados para o seu manuseio, além de
qgue o tempo para obter os resultados é demorado. Logo, seria de interesse para as industrias
que aplicassem a Espectroscopia de infravermelho préximo como substituta dos métodos
convencionais usados, pois reduziria a sua pegada ecoldgica e os custos associados ao

uso/manutencdo dos aparelhos.

A monitorizagdo e controlo de bioprocessos através do NIRS ainda estdo numa fase muito
primaria, sendo necessario desenvolver ferramentas que permitam determinar os compostos
intervenientes nas diferentes etapas dos processos. Na industria farmacéutica, muitos
principios activos sdo produzidos através de fermentagdes que, para poder determinar o
composto de interesse, recorrem a métodos convencionais que sdo morosos e poluentes. No
estudo elaborado das fermentagbes e o isolamento/concentragdo do produto das
fermentacgdes, visto que estruturalmente esta criado, seria um bom tema a ser desenvolvido
para que pudesse ser aplicado na Industria, pois ao investirem no desenvolvimento de novos
métodos através do NIRS, ndo sé estdo a beneficiar em termos econémicos (principal objectivo

de uma industria), como em termos ecoldgicos.
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Anexos

| — Férmulario

Calculo da Exactidao

(Y

SEP= SEL=
n
n—n2de lotes m —n2 de lotes
Y —valor previsto por NIR (x1-x,) — valor absoluto da diferenca

. o entre determinagBes da mesma
y —valor do método de referéncia
amostra, preferencialmente em

condicdes de precisdo intermédia.

Calculo da Precisdo

x100

RSD (%)=

média

S — desvio-padrao

n —n2 de ensaios efectuados por amostra e por nivel de concentragao

Yi — resultado obtido para a amostra

y— média aritmética dos resultados da amostra
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Calculo da robustez

_ Vi x [Df]

tcalculado
V2xs

n — nUumero de ensaios a cada nivel, dentro de cada ensaio
D — efeito do factor

s — desvio padrao entre os factores em estudo
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Il - CalibragGes

e Fermentagles
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Figura Al — Validagdo externa do modelo A.
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Figura A2 — Validagdo externa do modelo B.
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Figura A3 — Validagdo externa do modelo C.
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Modelo D
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Figura A4 — Validagdo externa do modelo D.
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Figura A5 — Validagdo externa do modelo E.
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Figura A6 — Validagcdo externa do modelo F.
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Figura A7 — Validagdo externa do modelo G.
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Figura A8 — Validagdo externa do modelo H.
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Figura A9 — Validagdo externa do modelo I.
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