PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM VIGILANCIA SANITARIA
INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE
FUNDAGCAO OSWALDO CRUZ

Vanessa Emidio Dabkiewicz

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE UM METODO NAO DESTRUTIVO DE
DETERMINACAO DE NITROGENIO PROTEICO EM VACINA DE FEBRE
AMARELA POR ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO PROXIMO

COM CALIBRACAO MULTIVARIADA

Rio de Janeiro
2016



Vanessa Emidio Dabkiewicz

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE UM METODO NAO DESTRUTIVO DE
DETERMINACAO DE NITROGENIO PROTEICO EM VACINA DE FEBRE
AMARELA POR ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO PROXIMO

COM CALIBRACAO MULTIVARIADA

Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-
Graduacdo em Vigilancia Sanitaria do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Salde da
Fundagdo Oswaldo Cruz como requisito parcial
para obtencdo do titulo de Mestre em Vigilancia
Sanitéria.

Orientadores: Shirley de Mello Pereira Abrantes
Ricardo Jorgensen Cassella

Rio de Janeiro
2016



Catalogacao na fonte
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
Biblioteca

Emidio Dabkiewicz, Vanessa

Desenvolvimento e Validagdo de método nao destrutivo de determinacao de nitrogénio
proteico em vacina de febre amarela por espectroscopia de infravermelho proximo com
calibracao multivariada / Vanessa Emidio Dabkiewicz.- Rio de Janeiro: INCQS/FIOCRUZ, 2016.

169f.:il

Dissertacdo (Mestrado em Vigilancia Sanitaria) - Programa de Pés-Graduacdo em
Vigilancia Sanitéaria, Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude, Fundag¢do Oswaldo
Cruz. Rio de Janeiro, 2016.

Orientadores: Shirley de Mello Pereira Abrantes

Ricardo Jorgensen Cassella

1. Determinacgdo de Nitrogénio. 2. Infravermelho Proximo. 3. Quimiometria. 4. Validagéo
do Método. 5.Controle de Qualidade. 6.Calibragdo Multivariada. | Titulo

Development and Validation of the non-destructive method of determining protein nitrogen in the
yellow fever vaccine by near infrared spectroscopy with multivariate calibration



Vanessa Emidio Dabkiewicz

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE UM METODO NAO DESTRUTIVO DE
DETERMINACAO DE NITROGENIO PROTEICO EM VACINA DE FEBRE
AMARELA POR ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO PROXIMO

COM CALIBRACAO MULTIVARIADA

Dissertacdo apresentada ao Programa de Po6s-
Graduacdo em Vigilancia Sanitaria do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude da
Fundagdo Oswaldo Cruz como requisito parcial
para obtencdo do titulo de Mestre em Vigilancia
Sanitéria

Aprovado em 20/10/2016

BANCA EXAMINADORA

Maria Helena Wohlers Morelli Cardoso (Doutora)
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude-INCQS

Hiram da Costa Araujo Filho (Doutor)
Instituto Federal do Rio de Janeiro-IFRJ

Daniel da Silva Guedes Junior (Doutor)
Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos-Biomanguinhos

Shirley de Mello Pereira Abrantes (Doutora) - Orientadora
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude-INCQS

Ricardo Jorgensen Cassella (Doutor) - Orientador
Universidade Federal Fluminense-UFF



Dedico o presente trabalho
ao meu esposo e aos meus filhos
por serem minha motivacéo,

agora e sempre.



AGRADECIMENTOS

A Deus, meu principal caminho.

Aos meus orientadores, professora Dra. Shirley de Mello Pereira Abrantes,
pelo grande carinho, motivacdo, compreensdo, confiangca e conhecimentos
transmitidos sobre validacdo, de grande importancia para o desenvolvimento deste
conteudo e ao professor Dr. Ricardo Jorgensen Cassella, pelo grande incentivo,
confianga, paciéncia, dedicagdo, atengdo e conhecimentos transmitidos sobre a

técnica de infravermelho e quimiometria.

Ao meu esposo Sérgio, pela total compreensdo e apoio para a realizacao

deste trabalho.

Aos meus familiares e amigos que compreenderam as auséncias em virtude

da dedicacéo a este estudo.

As pessoas especiais como, o professor Sérgio pelos conhecimentos de
estatistica, a professora Maria Denise pelos conhecimentos de incerteza e as amigas

Camila e Melissa, pelo total incentivo durante todo o trabalho.

Aos meus amigos de trabalho do laboratorio fisico quimico (LAFIQ), que

contribuiram para o sucesso e desenvolvimento do projeto.

Aos professores, coordenadores, aos profissionais da secretaria académica e
aos colegas de turma do curso de Mestrado Profissional do Programa de POs-
Graduacéo em Vigilancia Sanitaria do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em

saude.

Ao Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude e ao Instituto de

Tecnologia de Imunobiologicos por proporcionarem a realizacdo deste trabalho.

Obrigada a todos.



“O conhecimento pertence a humanidade
e é a tocha que ilumina o mundo”

Louis Pasteur

“N6s somos o que repetidas vezes fazemos
Exceléncia entdo, ndo é um ato, mas um habito”

Aristételes



RESUMO

A vacina febre amarela (atenuada) € o meio mais eficaz para prevenir e controlar
essa doenca. E segundo registros recentes, preocupa sua possivel reemergéncia,
refletindo no aumento da solicitagdo da vacina, tanto pelo Ministério da Saude para
areas nacionais, quanto para a exportacdo.O conteudo de proteina total € um fator
de influéncia na tolerancia a este imunobiolégico, devendo ser monitorado o limite
maximo exigido pela legislacdo, por meio do teste de nitrogénio proteico; realizado
através do método de Kjeldahl, cujas desvantagens incluem o uso de reagentes
quimicos, a geracao de residuos e um longo tempo de analise. Diante da
importancia atribuida ao teste de nitrogénio proteico, no controle do produto final da
vacina, é clara a motivacdo para o desenvolvimento e validacdo deste trabalho.
Dentro das diretrizes da boa pratica de fabricacao (BPF) e fundamentos de vigilancia
sanitaria, foi contemplada a espectroscopia do infravermelho proximo (NIR) com
reflectancia difusa, associada a calibracdo multivariada, como uma alternativa para o
método classico. A calibracdo multivariada mais apropriada foi alcancada para o
método minimos quadrados parciais (PLS) com tratamento de correcdo multiplicativa
de sinal (MSC) e dados centrados na média (CM), utilizando um nimero minimo de
variaveis latentes igual a 1, com menor valor da raiz quadrada do erro médio
quadratico de previsdo (0,00334) associado ao maior valor de percentual (90%) de
amostras com exatidao na faixa de recuperacao de 95 a 105%, na regido de 4000-
5184 cm™. O modelo teve comportamento nas suas previsdes, considerado
repetitivo com um valor de HorRat menor que 2, e com desvio padrao relativo menor
que 5%. Os critérios de aceitacdo foram satisfatorios, indicando precisdo
intermediaria adequada. O método néo foi considerado robusto para a temperatura
de 27°C, mas robusto para as temperaturas avaliadas (22°, 24° e 25°C), para todos
os tempos de degelo avaliados (10 minutos a 6 horas), para a troca da lampada do
instrumento e para a variagdo da posicdo de leitura do frasco da amostra. A
recuperacdo para valores de incremento de 0,02 mg/dose em nitrogénio proteico,
com adicdo do padrdo de ovoalbumina as amostras, apresentou percentuais entre
95 a 105%. A incerteza dos resultados da metodologia analitica do Kjeldahl
(0,002345 mg/dose), representou uma contribuicéo significativa de 54% no resultado
da incerteza dos resultados da calibragcdo multivariada (0,002867mg/dose). Essa

avaliacao reflete a forte influéncia da confiabilidade dos valores de referéncia. A



espectroscopia NIR apresentou vantagens sobre o método Kjeldahl, pois permitiu a
eliminacdo do uso de reagentes perigosos, a reducdo do tempo total de analise e
eliminou a geracéo de residuos. A analise pela técnica espectroscépica, por ser nao
destrutiva, possibilita 0 reuso das amostras para estudo de estabilidade da vacina.
Finalmente, este trabalho apresentou a implementacdo e validagdo de modelos
multivariados, através de uma robusta técnica de espectroscopia de infravermelho
préximo, para determinacdo de nitrogénio proteico. Mostrando-se uma alternativa
viavel ao método tradicional e uma possivel ferramenta orientativa, para estudos
posteriores na area de controle de qualidade, voltadas as exigéncias da vigilancia
sanitaria.

Palavras-chaves: Determinagéo de nitrogénio. Infravermelho proximo. Quimiometria.

Validacdo do método. Controle de qualidade. Calibracdo multivariada.



ABSTRACT

The yellow fever vaccine (attenuated) is the most effective way to prevent and control
the disease. And according to recent records, concerns its possible reemergence,
reflecting the increased request by both the Ministry of Health to national areas , and
for export. The total protein content is a factor influencing the tolerance to this
immunobiological and should be monitored the limit required by law, through the
protein nitrogen test; performed by the Kjeldahl method, which disadvantages include
the use of chemical reagents, waste generation and a long analysis time. Given the
importance attached to the protein nitrogen test in control of the final product of the
vaccine is a clear motivation for the development and validation of this work. Within
the guidelines of good manufacturing practice (GMP) and health surveillance
foundations, was awarded the near infrared spectroscopy with diffuse reflectance,
connected with multivariate calibration as an alternative to the traditional method.
The most appropriate multivariate calibration has been achieved for the PLS method
and MSC, CM treatment, using a minimum number of latent variables equal to 1, less
RMSEP value (0.00330) associated with the highest percentage value (91%)
samples exactly a 95 to 105%, recovery band in the region of 4000-5184 cm-1. The
model had behavior in their forecasts, considered repetitive with less Horrat value
than 2, and relative standard deviation less than 5%. The acceptance criteria were
satisfactory, indicating adequate intermediate precision. The method is not
considered to be robust to 27° C, but robust to measured temperatures (22°, 24° and
25° C) for all time evaluated thaw (10 minutes to 6 hours) for the exchange
instrument lamp and the variation of the sample vial reading position. The recovery
increased to values of 0.02 mg/dose in protein nitrogen, with standard addition of the
ovalbumin samples showed percentages between 95 and 105%. The uncertainty of
the result of the Kjeldahl analytic methodology (0,002345 mg/dose), was a significant
contribution of 54% in the uncertainty of the result of multivariate calibration
(0,002867 mg/dose). This assessment reflects the strong influence of the reliability of
the reference values. NIR spectroscopy showed advantages over the Kjeldahl
method, because it allowed the elimination of the use of hazardous reagents, the
reduction in the total analysis time and eliminated the generation of residues
(leavings). The analysis by spectroscopic technique by been non-destructive,

enables the reuse of samples for study of vaccine stability. Finally, this work



presented the implementation and validation of multivariate models, through a robust
technique of near infrared spectroscopy for the determination of protein nitrogen,
proving a viable alternative to the traditional method and a possible tool for guidance
for further studies in the quality control area, geared to the demands of health

surveillance.

Keywords: Nitrogen determination. Near infrared. Chemometrics. Validation method.

Quality control. Multivariate calibration.
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1 INTRODUCAO

1.1 A VACINA FEBRE AMARELA
“Jamais uma grande descoberta
foi feita, sem um palpite ousado”
Isaac Newton.

1.1.1 A histéria na saude publica: a trajetéria de uma luta sem fim.

A existéncia da febre amarela (FA) na historia € relatada, tanto no Brasil
quanto em outros paises do continente americano, entretanto com foco sanitario,
apenas apés meados do século XIX. Os primeiros registros mais notorios
apresentam surto epidémico em Yukatan (em 1648, México), na Filadélfia (em 1793,
Estados Unidos) e no Mississippi, em 1878, nos Estados Unidos
(PETTERSON,1992; MONATH, 2013). No Brasil, esses relatos descrevem mais de 4
mil mortes, apds a chegada de um navio negreiro ao Rio de Janeiro em 1849, talvez
0 registro mais grave da historia no pais (BENCHIMOL, 2001).

Em 1879, no Brasil, Domingos José Freire acreditava que o causador da
doenca seria um microrganismo (BENCHIMOL, 2001). Enquanto, Josiah Clark Nott
do Alabama, em 1848, e Luis Daniel Beauperthuy da Venezuela, em 1854, ja
inferiam um inseto como vetor da doenca. Somente a equipe chefiada por Walter
Reed, em 1900, conseguiu demonstrar a hipétese publicada por Carlos Juan Finlay,
pesquisador Cubano, que especificara 0 mosquito Aedes aegypti como o verdadeiro
transmissor, em 1880 (BENCHIMOL, 2001; BRYAN, 2004; STAPLES; MONATH,
2008).

As descobertas que viabilizaram os avangos na epidemiologia, no diagndstico
e na prevencdo da febre amarela, foram através dos estudos de Max Theiler, em
1930. Tais pesquisas resultaram em seu Prémio Nobel, em 1951, através do qual
apresentava um virus atenuado com resposta imunitaria protetora em macacos e em
seres humanos, cuja cepa 17D, serviria como a base da vacina atual. Uma segunda
vacina de virus vivo atenuado, com passagens em cérebro de rato (neurotrépico
francés — FNV), foi desenvolvida a partir de uma cepa diferente, isolada em Dakar
em 1927 (STAPLES; MONATH, 2008).


http://pesquisa.bvsalud.org/portal/?lang=pt&q=au:%22Staples%20JE%22
http://pesquisa.bvsalud.org/portal/?lang=pt&q=au:%22Staples%20JE%22
http://pesquisa.bvsalud.org/portal/?lang=pt&q=au:%22Staples%20JE%22
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Oswaldo Cruz, no Rio de Janeiro, através do Servico de Profilaxia da Febre
Amarela, em 1930, inicia a vigilancia sanitaria nas ruas, neutralizando depésitos de
agua com larvas do Aedes aegypti. Um conjunto de laboratérios em Manguinhos é
construido por Oswaldo Cruz, com o proposito de novas linhas de pesquisa, de
fabricacdo de mais soros e vacinas e ainda, do ensino da microbiologia, embasados
nas vertentes do Instituto Pasteur de Paris (BENCHIMOL, 2001).

A Fundacdo Rockefeller norte americana inicia junto ao Brasil, um programa
de erradicacdo da febre amarela, resultando na vitéria contra o Aedes aegypti, em
meados de 1950 até 1968. A partir deste momento, voltou a ter destaque na histéria
do pais. Desde entdo, pesquisadores de Manguinhos tentam varias metodologias
para produzir uma vacina eficiente, contornando os efeitos adversos (BERTOLLI
FILHO, 2002; LACERDA; MELLO, 2003; BRYAN, 2004). A Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), em 2002, estimou que a febre amarela ainda acometera, cerca de
200.000 pessoas, com até 30.000 mortes por ano.

1.1.2 Aspectos clinicos e epidemioldgicos

Sob o ponto de vista clinico, a febre amarela pode se apresentar de forma
assintomatica, moderada, grave e maligna. Pode apresentar febre alta, calafrios,
cansaco, dor de cabeca, dor muscular, naduseas e vomitos por cerca de trés dias. Na
forma mais grave da doenca, podem ocorrer insuficiéncias hepatica e renal, ictericia
(olhos e pele amarelados), manifestacées hemorragicas e cansaco intenso (BRASIL,
2004; SHEFF, 2005; BIO-MANGUINHOQOS, 2014a).

Epidemiologicamente, a febre amarela divide-se em duas formas,
rural/silvestre e urbana, sendo a espécie Aedes aegypti a transmissora da febre
amarela urbana, enquanto a silvestre € transmitida pelos géneros Haemagogus e
Sabethes (América Latina) e pela espécie Haemagogus janthinomys no Brasil
(VASCONCELOQOS, 2002, 2003; GOMES et al, 2010). A forma urbana na América
n&o ocorre desde 1954, porém, ainda hoje, ocorre na Africa. Geralmente, apresenta
grande risco o grupo dos individuos jovens, do sexo masculino, que realizam
atividades agropecuarias, bem como os viajantes (VASCONCELOS, 2003).

O entendimento detalhado da geografia da febre amarela é fundamental para
0 uso adequado da vacina. As areas de maior risco de retomada da doenca estédo

nas Americas e incluem a costa e as cidades do interior infestadas pelo Aedes
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aegypti, onde a populacdo ndo é vacinada. Europa, Oriente Médio, Asia, Austrélia e
Oceania também correm o risco de introducdo da febre amarela. Entretanto, a
probabilidade de introducdo e disseminacdo de virus da febre amarela na india e
outras partes da Asia sdo pequenas. Isto ocorre, pois as cepas de Aedes aegypti
tém baixa competéncia vetorial para virus da febre amarela e a protecdo cruzada,
principalmente pela dengue, proporcionando imunidade & quase todas as pessoas
que residem na Asia (MONATH, 2013).

Em 2008, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e o Centro de Controle e
Prevencdo de Doengas (CDC) realizaram uma avaliagdo abrangente e
desenvolveram critérios para a classificacdo de risco endémico (JENTES et al, 2011;
MONATH, 2013; BEASLEY, 2015). Os trabalhos de Monath (2013) e Monath e
Vasconcelos (2015) citam as regides da Africa e do sul da América consideradas
endémicas. Da mesma forma, Jentes (2011) e Garske (2013) confirmaram a
estimativa de casos com mortes nos paises africanos, no periodo de 2006 a 2012.

Um surto de febre amarela foi detectada em Luanda, Angola, do final de
dezembro de 2015 até junho de 2016. Angola relatou 2.893 casos suspeitos de febre
amarela, com 325 mortes. Entre esses casos, 788 foram confirmados por
laboratérios. Trés paises comunicaram casos confirmados de febre amarela
importados de Angola: Republica Democratica do Congo (44 casos), Quénia (dois
casos) e da Republica Popular da China (11 casos). Isso destaca o risco de
propagacao internacional através de viajantes (WHO, 2016).

Em 2014, o Ministério da Saude foi notificado de 282 casos humanos
suspeitos. A regido Sudeste notificou a maior parte dos casos, 143 (51,3%), seguida
das regides Centro-Oeste, com 52 (18,6%), e Sul, com 49 (17,6%), embora nenhum
caso tenha sido confirmado fora da regido considerada endémica (regido
amazobnica). Os estados com maior frequéncia de notificacdo foram Sao Paulo, com
111 (39,8%), Goias, com 34 (12,2%), Parana, com 21 (7,5%), e Minas Gerais, com
19 (6,8%). Estas areas foram afetadas recentemente, entre 2007 e 2009, durante a
reemergéncia do virus fora da regido amazénica no Brasil (BRASIL, 2014).

O numero de casos da doenca vem aumentando no mundo, nas duas ultimas
décadas, devido a fatores de dificil controle, como desmatamento, urbanizacgao,
movimentos migratérios, reducdo da imunidade coletiva e, por ultimo, por mudancas
climaticas. Entre julho de 2014 e junho de 2016 no Brasil foram confirmados 11

casos humanos, Goias (6), Para (2), Mato Grosso do Sul (1), Sdo Paulo (1) e no Rio
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Grande do Norte (1). No Peru, fronteira com Acre e Amazonas, foram confirmados
37 casos (RAMOS FILHO, 2016; WHO, 2016). Contudo, a febre amarela (FA) é
considerada uma doenca emergente ou reemergente de grande importancia
(GARDNER; RYMAN, 2010).

No Brasil, segundo a Lei 8080/1990, compete a vigilancia epidemioldgica, a
prevencdo de surtos de FA em humanos, através de um conjunto de acdes que
proporciona o conhecimento, a deteccédo ou a prevencdo nos fatores que atinjam a
saude publica (BRASIL, 1990).

O controle e a prevencédo da FA séo realizados mediante a contencdo dos
mosquitos vetores, através de medidas de eliminacdo da proliferacdo do inseto,
como por exemplo, uso de inseticidas nos criadouros (WHO, 2014). O controle e a
prevencdo dessa doenca, também incluem a vacinacdo que confere protecao
individual e coletiva, criando imunidade e assim, evitando epidemias através da
propagacdo geografica da doenga, sendo de suma importancia a producdo da
vacina. Entretanto, uma vez instalada a doenca, o tratamento é somente
sintomatico, pois ndo existe nenhum método especifico e efetivo contra a doenca
(REISDORFER, 2011).

Entre 2007 e 2016, 14 paises realizaram campanhas de vacinagao
preventivas da febre amarela: Benin, Burkina Faso , Camardes, Republica Centro
Africano , da Costa do Marfim , Gana, Guiné , Libéria , Mali, Senegal , Serra Leoa e
Togo, entre outros. A Iniciativa das campanhas de prevencdo da Febre Amarela é
apoiado financeiramente pela Vacinne Allianace Gavi, o Servico Humanitario da
Comunidade Europeia (European Community Humanitarian Aid Office, ECHO),
Fundo Centraldas Nacdes Unidas de Resposta de  Emergéncia
(The Central Emergency Response Fund, CERF), Ministérios da Saude e os

parceiros em nivel nacional (WHO, 2016).

1.1.3 Produgéo da vacina

A vacina foi produzida a partir da cepa 17D, constituida do virus Asibi extraido
de um africano que morreu com a doenca. Essa amostra foi trazida de Nova York
por Hugh H. Smith, em 1937, e comecou a ser produzida no Rio de Janeiro. E
produzida hoje, por Bio-Manguinhos, com tecnologia 100% brasileira (BENCHIMOL,
2001). De 2001 a 2012, 131 milhdes de doses foram produzidas para a exportacao,
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suprindo cerca de 74 paises na América do Sul, Africa, Asia, Oceania, América do
Norte, Central e Caribe (HOMMA, 2013).

Os produtores da vacina no mundo sdo Bio-Manguinhos (Brasil), China
National Biotech Group (China), Sanofi Pasteur (Franca), Chumakov Institute
(Russia), Instituto Pasteur (Senegal), Crucell Berna (Switzerland), Sanofi Pasteur
(Estados Unidos). Entretanto, apenas Bio-manguinhos, Sanofi Pasteur, Chumakov
Institute e Instituto Pasteur, no Senegal, sdo pré-qualificados pela OMS; o que
significa que a vacina pode ser comprada pelo Fundo das Nacdes Unidas para a
Infancia (UNICEF) para Programas de Imunizagdes (PlI) ou em casos de
emergéncia. O numero de fabricantes tem diminuido, desde a década de 1990, e
instalacées no Reino Unido, Holanda, Alemanha, india, Coldmbia, Australia, Nigéria
e Africa do Sul ndo estdo mais ativas (MONATH, 2013).

A producdo da vacina (Figura 1) é baseada no sistema de lote semente a
partir da cepa 17D, da qual, por meio de passagens em ovos embrionados de
galinha livre de patdégenos, se origina o lote semente secundario, cuja amostragem
passa pelo controle de qualidade (CQ). Esses ovos sdo incubados e apds o 9° dia
ocorre a inoculacao do virus. Depois de mais trés dias de incubacgédo, ocorre a coleta
dos embribes, trituracdo e centrifugacao para separacdo da suspensdao viral. Apés a
clarificacdo da suspensdo viral para remocdo de residuos celulares, o0s
estabilizadores sdo adicionados, resultando na suspensao viral estabilizada. A ela
sdo adicionados outros estabilizadores, além de antibiéticos. Antes do envase e
liofiizacdo, o produto é analisado principalmente, quanto a esterilidade e a
concentracdo de virus. ApOs esta etapa, ocorre 0 envase do produto e posterior
liofilizacdo, dando origem ao produto final, que também €& controlado pelo CQ.
Aprovacéo pelo CQ, os frascos sdo rotulados e embalados (BENCHIMOL, 2001;
BRASIL, 2010; REISDORFER, 2011). A vacina é comercializada conforme as
especificacdes e composicao final apresentados nas tabelas 1 e 2, com destaque o

teste de nitrogénio proteico, que é foco deste estudo.
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Figura 1. Fluxograma de producéo simplificada da vacina de febre amarela.

Y Y
INCUBAGAO DOS OVOS > OVOSCOPIA NO X INCUBAGAO DOS OVOS
{ POR 9 DIAS 9° DIA INOCULAGAC POR 3 DIAS
/> -CQ
CENTRIFUGAGAO DOS COLETA DOS EMBRIOES
SOBRENADANTE EMBRIOES TRITURADOS VIVOS E TRITURAGAO OVOSCOPIA NO
(SUSPENSAO VIRAL) 12° DIA
/—> CASO APROVADO NO CQ
A4
~ SUSPENSOES VIRAIS -
ADICAO DOS QUARENTENA (BULKS) SAO PARA ADICAO DE
ESTABILIZADORES (CONGELAMENTO) DESCONGELADOS ANTIBIOTICOS
o Vad==
PRODUTO FINAL RECRAVAGAO ENVASE E LIOFILIZAGAO
[ H AUTOMATICA PRODUTO A GRANEL

Fonte: adaptado (BENCHIMOL, 2001).

Tabela 1. Composicao da vacina para 5 e 10 doses.

Virus 17D 1.000 DLs
Sacarose 0,8 mg/dose (C1,H2,01:,-MM 342,2965 g/mol)
Glutamato de sédio 4,0 mg/dose (CsHgNaNO,-MM 169,11 g/mol)
Sorbitol 8,5 mg/dose (CgH1406-MM 182,17 g/mol)
Gelatina bovina hidrolisada 5,0 mg/dose (85% de proteina)
Eritromicina 1,5 ug/dose (C37HezNO13-MM 733,93 g/mol)
Canamicina 5,0 ug /dose (C1gH3eN401;-MM 484,44 g/mol)

Fonte: (BIOMANGUINHOS, 2014b).
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Tabela 2. Especifica¢Bes do produto final da vacina (atenuada).

Aspecto Forma liofilizada que apds a reconstituicdo pode apresentar
coloracéo

Poténcia 1000 DL50 equivalente a 3,73 UFP/dose ou 3,00 Ul/dose

Termoestabilidade Apbs permanecer por 14 dias armazenada a 37°C, a vacina

deve estar com o titulo de 1000 DL50 equivalente a 3,73
UFP/dose ou 3,00 Ul/dose e ndo menos que 1 log 10 em

relacdo ao titulo da poténcia

Umidade residual No maximo 3%

Identidade Positivo

Esterilidade Auséncia de crescimento bacteriano e fangico
Endotoxinas bacterianas No maximo 10 UE/mL

Ovoalbumina residual Menor ou igual a 5 pg/dose

Nitrogénio proteico Menor ou igual a 0,25 mg/dose

Fonte: (BIOMANGUINHOS, 2014b).

1.1.4 A importancia do teste de nitrogénio proteico

Diversas proteinas da clara do ovo e seus peptideos apresentam atividade
imunomoduladora. Somente a ovoalbumina corresponde a 54% da proteina da clara
(POSSAS, 2012). A gelatina, a sacarose, o sorbitol e o glutamato funcionam como
estabilizantes da vacina. Entretanto, as bases proteicas séo os principais alérgenos
da vacina e a quantidade de proteinas do ovo, encontradas nela é suficiente para
induzir reacdes graves de hipersensibilidade (ALPHA DIAGNOSTIC
INTERNATIONAL, 2012 apud POSSAS, 2012). A contraindicacdo a pacientes
alérgicos depende justamente da quantidade de proteina presente na vacina (SILVA;
ALVES, 2011). Quando empregado na producéo de vacinas, o conteudo utilizado de
ovoalbumina € um fator de influéncia na tolerancia ao imunobioldgico, cujo residuo
de producédo deve ser monitorado (BRASIL, 2010), assim como a proteina total que
constitui a vacina. A analise que determina indiretamente o teor de proteinas, além
de ser um requisito para a liberacdo dos lotes, permite ao laboratorio de controle de
qualidade avaliar a consisténcia do processo de producao, através, por exemplo, do
acompanhamento dos valores, utilizando gréficos de controle (NETTO et al, 2011).
Tanto o conteudo de ovoalbumina residual, quanto os antibi6ticos adicionados a

vacina, devem ser determinados e devem estar dentro dos limites aprovados pelo
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orgdo regulador, neste caso, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, ANVISA
(WHO, 2013).

1.2 VIGILANCIA SANITARIA E CONTROLE DE QUALIDADE

O Sistema Unico de Satde (SUS) foi fundamentado pela Lei n°8.080/90, que
o define como um conjunto de servicos de saude, concedidos por Orgaos e
instituicdes federais, estaduais e municipais (CARVALHO; MACHADO; TIMM, 2004).
Construindo estes pilares, a Vigilancia Sanitdria estd integrada ao SUS,
compreendendo um conjunto de praticas que em suma regulamenta, monitora,
fiscaliza e controla os processos e o0s produtos, com o propdsito principal de prevenir
de qualquer risco a saude publica, dentro das premissas executiva e juridica
(CARVALHO; MACHADO; TIMM, 2004; BRASIL, 2010).

Neste contexto, vinculada ao Ministério da Saude, foi criada pela Lei n°® 9.782,
de 26 de janeiro 1999, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
atribuindo-a como uma autarquia sob regime especial, que tem como principal
funcédo, atuar em todos os setores relacionados a produtos e servigos que possam
afetar a saude da populacdo brasileira, através do controle destes produtos, sua
comercializacdo, prestacdes de servico, dentro da estrutura da administracédo
publica federal (CARVALHO; MACHADO; TIMM, 2004; BRASIL, 2010).

A ANVISA, no uso das suas atribuicdes, estabelece na Resolucao da Diretoria
Colegiada n° 17, de 16 de abril de 2010 (RDC 17/2010), os requisitos minimos das
definicbes de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) de Medicamentos a serem
cumpridos e verificados durante as auditorias sanitarias. A BPF esta inserida na
“‘Garantia da Qualidade”, que deve assegurar que os produtos sdo produzidos e
controlados, com qualidade apropriada para sua principal finalidade e assim garantir
0 seu registro diante a ANVISA (BRASIL, 2010).

Segundo a RDC 17/2010, o controle de qualidade tem como funcgdes,
desenvolver, validar e implementar todos os procedimentos e protocolos, sempre de
acordo com o monitoramento ambiental, com a principal finalidade da liberacdo dos
lotes em conformidade com as especificacfes estabelecidas (BRASIL, 2010). Todo
procedimento deve estar escrito, fornecendo instrucdes para a realizagcdo de
operacbes na forma de Procedimento Operacional Padrao (POP) e conter um

protocolo (ou plano) de validacdo, descrevendo as atividades a serem realizadas na


http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/leis/L9782.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/leis/L9782.htm
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validacdo de um projeto especifico, com os critérios de aceitacdo para a aprovacao
de um método analitico de uso na rotina (BRASIL, 2010).

Sob condi¢cdes de BPF, a vacina contra Febre Amarela produzida em Bio-
Manguinhos, a partir de ovos embrionados, é certificada pela ANVISA e pela
Organizacdo  Mundial de Saude (OMS) para suprir a demanda do
Ministério da Saude e das Agéncias das Na¢fes Unidas.

A OMS recomenda que os testes de CQ, devem ser realizados na matéria-
prima e nas diferentes etapas da producao, até o seu produto final, para garantir a
seguranca quimica e microbiologica da vacina, bem como estudos de estabilidade
do produto (FERREIRA, 2007).

1.2.1 Estudo de estabilidade

A estabilidade das vacinas tem um grande impacto na eficiéncia dos
programas de imunizacdo. O produto deve manter suas propriedades quimicas,
fisicas, bioldgicas e microbiologicas dentro das especificacfes, durante seu prazo de
validade. Sendo assim, o estudo de estabilidade, é uma avaliacdo de garantia da
qualidade e eficicia dos produtos (REISDORFER, 2011).

A RDC n° 17/2010 (BRASIL, 2010) e o guia para estabilidade, proposto pela
International Conference Harmonization (ICH) (2003), estabelecem que, assim como
o produto final, os produtos intermediarios devem ser identificados pelo fabricante e
envolvidos nas avaliacdes de estabilidade (ICH, 2003; BRASIL, 2010).

A ICH apresenta uma colecédo de guias sobre estudos de estabilidade, com
destaque o0 guia Q5C, especifico para produtos bioldgicos, descrevendo as
condicbes sob as quais 0s estudos de estabilidade devem ser realizados,
considerando as caracteristicas dos produtos biologicos, além de analise de dados
estatisticos para estudos de estabilidade, publicado no guia Q1E (ICH, 1995;1996a;
1996b; 2003a; 2003b; 2003c).

Dessa forma, assim como, para o controle de qualidade do produto final da
vacina, o teste de nitrogénio proteico também é requisito para os estudos de
estabilidade. A determinacéo é feita no laboratério de Biomanguinhos, atualmente,

através do método classico de Kjeldahl.
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1.3 METODO CLASSICO KJELDAHL

Proposto por Johann Kjeldahl, em 1883 (BOEIRA; MAXIMILIANO, 2004), o
meétodo original tradicionalmente utilizado em laboratérios do mundo inteiro, para
determinacdo de nitrogénio total, sofreu poucas alteracdes ao longo do tempo
(CQAQUIMICA, 2014). Esta técnica possibilita a determinacéo indireta de proteinas
em varios tipos de amostras (GALVANI; GAERTNER, 2006). Trata-se de um
processo farmacopeico, sugerido pela United States Pharmacopoeia (USP) para
determinacao de proteinas em amostras bioldgicas.

O método é baseado na decomposicdo da matéria organica através da
digestdo da amostra, em torno de 400°C com &cido sulfarico concentrado, em
presenca de sulfato de cobre como catalisador, que acelera a oxidacdo da matéria
organica. O nitrogénio presente na solucdo &cida resultante é determinado por
destilacdo com arraste de vapor, seguida de titulacdo com &cido cloridrico diluido
(GALVANI; GAERTNER, 2006; NARDO et al, 2011).

Este método é exato e preciso, porém apresenta desvantagens, que incluem
0 uso de reagentes quimicos em grande quantidade, resultando na geracdo de
residuos, que devem ser direcionados adequadamente ao tratamento, de acordo
com normas ambientais (MORGANO et al, 2005; NARDO et al, 2011). Perante aos
agravos ocasionados pela metodologia atual, a espectroscopia do infravermelho
préximo (NIR), associada a calibracdo multivariada, € uma técnica alternativa, sem a
geracgao de residuos e com tempo de analise relativamente reduzido (MORGANO et
al, 2005; NARDO et al, 2011).

1.4 ESPECTROSCOPIA DO INFRAVERMELHO PROXIMO (NIR)

Desde a década de 80, a espectroscopia NIR vem se destacando e sendo
utiizada como um método rapido, ndo destrutivo, em uma aplicagdo quase
universal, com economia de reagentes e de tempo (LIMA et al, 2008). Por envolver
moléculas com ligacées CH, NH, SH ou OH (PASQUINI, 2003; REICH, 2005),
apresenta aplicacdo em diversas areas de producéo e controle de qualidade.

E uma técnica muito utilizada para a determinagdo do teor de proteinas
(BADDINI et al, 2010), de umidade, de carboidratos, de gorduras (LIMA, 2008;
MORGANO et al, 2005); no setor agricola e meio ambiente (GREDILLA et al, 2016)
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especificamente em solos, plantas, madeira, sementes (BRAMBILLA et al, 2006;
NARDO et al, 2011); no setor de alimentos, combustiveis, produtos petroquimicos
(SILVA et al, 2015), polimeros (SANTOS et al, 2010), cosméticos, tintas; nas
industrias farmacéutica e téxtil (FIDENCIO, 2001; VIANA, 2008; SANTOS, 2011; DE
SOUZA et al, 2013).

Pasquini (2003) relata em seu estudo, que muitas foram as tentativas, sem
sucesso dos espectroscopistas, em selecionar um Unico comprimento de onda para
analise quantitativa e que a lei de Beer fosse obedecida. Essa ideia foi descartada,
segundo Ferreira Neto (2012), quando Karl Norris associou modelos para a
utilizacao de mais de um comprimento de onda com a concentragédo do analito.

A regido de infravermelho refere-se ao espectro eletromagnético
compreendido entre a regido do visivel e do microondas, dividido em trés regides
entre 700 e 250.000 nm: o infravermelho préximo, o médio e o longinquo (SKOOG et
al, 2006; SAUER, 2007; SANTOS, 2011). A regido limitrofe, definindo onde termina
uma regido e comeca outra, ndo € comum a todos os autores do assunto, assim
como Pasquini (2003) e Silverstein e Webster (2006) definem a regido de NIR entre
750 a 2.500 nm, enquanto a IUPAC (2014) define a regido NIR como sendo de 780
a 2.500 nm (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2006; SANTOS, 2007).

Diferentemente da espectroscopia no infravermelho médio (MIR), onde
apenas as transicdes de vibracdo fundamental sdo observadas, explicando os
espectros com picos definidos e interpretacdo direta, a espectroscopia NIR gera
espectros que apresentam sobreposi¢cées e bandas de combinactes (ROGGO et al,
2007). Devido as regras da mecanica quantica que descrevem as vibragdes
harmdnicas como menos provaveis de ocorrer do que as fundamentais, a absorcao
na regido do NIR é mais fraca que no MIR (SCHONBRODT et al, 2006). Conferindo
assim, no caso da espectroscopia NIR, espectros com menos informacgdes, sendo
necessario recorrer a calibracdo multivariada (ALMEIDA, 2009).

Composi¢bes de proteinas, amido, agucares, lipidios, entre outros, possuem
grupos funcionais (-OH, -NH) apresentados na tabela 3. Atomos de hidrogénio
ligados covalentemente aos atomos mais pesados e eletronegativos (C, O, N),
formam dipolos oscilantes que absorvem energia em regides de alta frequéncia, isto
€, na regido NIR, entre 400 e 2.200 nm, demonstrada na figura 2 (ALMEIDA, 2009;
SANTOS, 2011).
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Tabela 3. Comprimentos de onda, para absorcdo de grupos
funcionais na regido do infravermelho préximo

Grupo Funcional Comprimento de onda (nm)
C-H alifatico 1212, 1414, 1725, 1760 e 2308
C-H aromatico 1077, 1111 e 1615 a 1665

O-H agua 1440 e 1940

O-H fendis 1500 a 1800 e 2000 a 2200
N-H aminas 1534, 1000 e 2100

N-H amidas 1980, 2050 e 2180

Fonte: (CREASER; DAVIES, 1988; apud SANTOS, 2011)

Figura 2. Principais bandas de absor¢éo em NIR e sua localiza¢éo
no espectro eletromagnético.

Comprimento de onda (nm)
15000 — o 2500
e C-H combinagbes
R 7 = 2200
O-H, N-H combinacbes
2500 —---- --- .
— 1800 B
NIR | 4500 C-H 1* sobreposicao
_____ A\
750 — 3 O-H, N-H 12 sobreposicio
Y
Visible \ — 1420
3 C-H combinagoes
400 = \
\'x — 1300 cH2 sobreposicdo
v v k= 1100 ©-H combinaces
190 ”'-,\ N-H 2* sobreposicio
- \ 0-H 2* sobreposicao
L s00 C-H 3 sobreposicdo

Fonte: (ALMEIDA, 2009).

A radiacdo eletromagnética pode ser considerada um feixe de fétons, cuja a

energia é dada pela equacéo 1.

E=(hv)= (Ej (1)

Onde E é a energia da radiacéo, h a constante de Planck, v a frequéncia, c a
velocidade da luz e 4 0 comprimento de onda (SANTOS, 2007).

A radiacao infravermelha, incidente em uma molécula, provoca excitacdo dos
modos vibracionais (SAUER, 2007; SANTOS, 2011), quando a energia radiante



34

corresponde a diferenca entre dois niveis energéticos vibracionais (SANTOS, 2007).
Caso a molécula apresente alteragdo no momento dipolar, devido a variacdo da
distribuicdo eletronica ao redor das ligacGes, pode ocorrer transicdo entre esses
niveis vibracionais, sendo assim, detectaveis através do espectro (ALMEIDA, 2009).

As moléculas diatbmicas heteronucleares, as moléculas poliatbmicas com
vibracdes assimétricas e grupos funcionais ligados aos polimeros apresentam sinais
no espectro. Deve-se ressaltar que as espécies atdbmicas e moléculas diatbmicas
homonucleares ndo sdo excitaveis (SANTOS, 2007; SANTOS, 2011). As vibracfes
moleculares sao classificadas como: vibragcdo de extensdo ou estiramento
(streching) e vibracédo angular (bending), figura 3 (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2006;
SKOOG et al, 2006).

Figura 3. Modos vibracionais das moléculas pertencentes
ao grupo AX2.

a) Vibragbes de estiramento:

Ny N/

Simétrico Assimétrico

b) vibragdo de deformacgdo angular

W

Balango no plano(rocking) Tesoura no plano (scissoring)

oW

Oscilagio fora do plano(wagging)  Torgao fora do plano(twisting)

Fonte: (SKOOG et al, 2006).

1.4.1 Instrumentacéo e acessorios

Geralmente um espectrémetro é constituido por uma fonte de luz, um sistema

Optico, um detector e um suporte para a amostra. A energia radiante, a partir de
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fonte controlada, é direcionada para a amostra e um detector mede a intensidade do
feixe emergente. Pasquini (2003), em sua revisdo, apresenta os diferentes
equipamentos que estéo disponiveis no mercado.

A fonte de luz utilizada pode ser lampadas de halogéneo, quartzo ou
(Light Emitting Diode) (LED). Para baixos comprimentos de onda, sdo utilizados
detectores de silicio e para comprimentos de onda maiores, sdo utilizados os
detectores de sulfeto de chumbo e indio-galio-arsénio (ALMEIDA, 2009). Este ultimo
€ mais sensivel e tem maior velocidade de resposta. Associados as fontes de
filamentos de tungsténio, geram uma alta razdo de sinal-ruido, compensando as
baixas intensidades das bandas do NIR (PASQUINI, 2003).

A reflectancia difusa com transformada de Fourier, conhecida como DRIFTS
(Diffuse Reflectance Infrared Fourier Transform Spectrometry), tem como principio o
interferdbmetro de Michelson, constituido por dois espelhos (um fixo e outro movel) e
por um divisor de feixe (beam splitter), geralmente composto de um cristal de
brometo de potassio. Entretanto, a apresentacdo de um interferograma nao é muito
adequada, assim, esta informacdo é convertida num espectro, relacionando as
intensidades de energia com as respectivas frequéncias (nimero de onda), através
da transformada de Fourier (NASCIMENTO, 2011).

A reflectancia (R) € um mecanismo ideal para amostras que sao dificeis de
analisar por métodos de transmitancia, seja por ser pouco absorvente no
comprimento incidente, ou que ndo podem ser destruidas (FIDENCIO, 2001) ou
ainda, quando a variagcdo do comprimento de onda, esta entre 1.100 e 2.500 nm
(VIANA, 2008).

Os métodos de reflectancia podem ser classificados como: reflectancia
interna, que envolve uma célula de reflectancia total atenuada (ATR) em contato
com a amostra, e a reflectancia externa que envolve um feixe de infravermelhos
refletidos diretamente da superficie da amostra (Figura 4). E esta, pode ser refletida
sob a forma de reflectancia especular ou difusa (SANTOS, 2007). Essa ferramenta é
fortemente afetada pelas caracteristicas fisicas da amostra, tais como a
granulometria e o grau de homogeneidade, assim como a forma e caracteristicas
superficiais das particulas (SANTOS, 2007).

Na reflexdo difusa, também sera observada a reflexdo especular, que é mais
intensa na regido em que a amostra apresenta forte absor¢cdo e neste caso podem

ocorrer distorcbes no espectro, mas pouco perceptiveis em espectros do



36

infravermelho préximo. A ocorréncia de distor¢des pelo efeito da reflexdo especular,
nos espectros obtidos com amostras diluidas com brometo de potassio, é similar aos
obtidos com amostras puras, sendo que o0 processamento quimiomeétrico, na maioria
dos casos, é capaz de modelar realcando as regides onde nao ocorre reflexao
especular (SAUER, 2007).

Figura 4. Representacéo esquematica de reflectancia difusa num
solido.

Fonte: (ATR, 2004 apud SANTOS, 2007; PORTOLES, 2007)

A reflecténcia difusa mede a raz&o entre a intensidade da luz refletida e a
intensidade da luz incidente.

Por aplicacdo da equacédo de Kubelka-Munk, apresentada por Santos (2007)
e Portolés (2007), os valores de reflectancia, R, sdo relacionados com o coeficiente
de absorcédo, K, e com o coeficiente de dispersdo da amostra num dado

comprimento de onda, S, assim como, com a concentracéo, C (Equacéo 2).

- (555

Onde k é o coeficiente de absortividade.
A transmitancia e a reflectancia relacionam-se com a absorvancia (A), sendo

normalmente representadas como A vs numero de onda (Equacéo 3).

A=— Iog(lloj =—logT = (%J (3)
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1.4.2 Quimiometria e a calibragdo multivariada

Segundo Oliveira (2006) e Santos (2011), a dificuldade em escolher a
espectroscopia NIR para analise quantitativa, esta em interpretar e processar um
imenso conjunto de dados, que podem ser obtidos a partir de um espectro, além da
multiplicidade de fatores, que perturbam as medidas espectrais. A quimiometria,
entdo, é a area da quimica destinada ao tratamento desses dados, permitindo
resolver um problema de calibracdo para a determinacdo de um analito, quando os
modelos classicos de quantificacdo, tal como o de regresséo linear univariado, séo
insuficientes para calibrar sistemas complexos, em funcdo da presenca de varias
espécies juntas (FERREIRA, 1999; OLIVEIRA, 2006). Utilizar as ferramentas
estatisticas dos métodos multivariados, que considera a correlagcdo entre muitas
variaveis analisadas simultaneamente, proporciona a extracdo de uma quantidade
muito maior de informag&o comparada a analise univariada (SENA, 1999).

A andlise multivariada tem como principio a utilizacdo das inimeras variaveis
X1, X2... Xn (cOmo valores de absorvancia a varios comprimentos de onda), conforme
exemplificado na figura 5, para quantificar alguma outra varidvel de interesse y
(como concentracao, por exemplo). A quimiometria vem com a principal vantagem
de substituir a separacéo fisica dos interferentes, pela separacdo matematica de
seus sinais, de forma rapida e nenhuma manipulacdo da amostra (SANTOS, 2011).

A calibracdo é o procedimento para construir um modelo matematico a partir
de um algoritmo que estabelecerd uma correlacdo entre a propriedade quimica,
bioldgica ou fisica da amostra com seu espectro, seguindo uma extenséo da lei de
Beer, correlacionando absorvancia e concentragdo, assim como nos modelos
univariados (SAUER, 2007).

As técnicas de calibracdo multivariada mais utilizadas para construcao de um
modelo de calibracdo, baseado nos dados de NIR, s&o as técnicas de calibracéo
lineares, a saber (MONTEIRO, 2011):

Minimos Quadrados Classico (Classical Least Squares, CLS);
Regresséao Linear Multipla (Multiple Linear Regression, MLR);

Minimos Quadrados Parciais (Partial Least Squares, PLS);

NS NERNEEN

Regresséao por Componentes Principais (Principle Component Regression,
PCR).



Figura 5. llustracao grafica dos procedimentos da analise univariada

versus a analise multivariada.
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Correlagédo sinal x Correlagao sinal x
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Método de Calibragédo
Multivariada

Método Grafico

Fonte: (MONTEIRO, 2011).

Cada método possui suas limitacbes e suas vantagens de aplicacdo aos
problemas quimicos. Ferreira e colaboradores (1999) apresentaram um esquema
para auxiliar nesse entendimento e direcionar para o melhor uso dos modelos
guimiométricos (Figura 6), concluindo que os modelos PCR e PLS séo considerados
0S mais robustos, por ndo terem seus parametros alterados quando se pretende
inserir mais amostras no conjunto de calibracdo. Geralmente, s&o aplicados quando
0 usuario nao define ou ndo pode definir um conjunto de comprimentos de onda que
devem ser utilizados para a calibragdo. Enquanto que a técnica de MLR &,
geralmente, empregada quando as alterac6es mais significativas do espectro estao
concentradas em regides espectrais estreitas (SANTOS et al, 2005). O desempenho
de um modelo vai depender da estabilidade do equipamento e da qualidade e
diversidade dos dados espectrais (SANTOS, 2007). No trabalho de Roggo e
colaboradores (2007), sdo citadas referéncias para determinagdo de umidade, de
farmacos, de gorduras, em diferentes matrizes, aplicando diferentes modelos de
regressao que apresentaram os melhores resultados. Ou seja, a determinacdo de
qgual modelo 6timo a ser utilizado na calibracdo, deve ser investigada em funcdo do

contexto analitico.



Figura 6.Fluxograma do método de calibracéo.
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Fonte: (MONTEIRO, 2011, apud FERREIRA et al,1999).
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A maioria dos métodos multivariados que séo discutidos na literatura, o PLS é

talvez o0 menos entendido. Entretanto, ele é amplamente usado como método de
regressdo multivariada (TEOFILO, 2013).

Os dados a serem processados para uma abordagem multivariada em

espectroguimica, devem ser organizados sob a forma de uma matriz X, que

corresponde ao valor da absorbancia no comprimento de onda para cada amostra.

Ou seja, o conjunto de variaveis que representam a propriedade de interesse

(concentracdo de referéncia) serd utilizado nas derivagcdes das equacbes de

correlagdo com os dados da matriz X, estabelecendo uma relagdo matemética para
obter a melhor descricdo da variavel de interesse (FERREIRA NETO, 2012),

conforme representado na figura 7.

Figura 7. Organizacdo de dados para calibracdo multivariada em espectrometria NIR.
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Fonte:(adaptado de FERREIRA NETO, 2012).
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1.4.2.1 Pré-processamento dos dados

O pré-processamento de dados é a fase apds a construcdo das matrizes e
gue antecede os processamentos das andlises de PCR, PLS ou outro método de
calibragao multivariada.

A andlise de agrupamentos hierarquico (cluster analysis) € a primeira analise
multivariada com objetivo classificatorio, que interliga as amostras por sua
similaridade, a partir de um conjunto de espectros de NIR (PEIQIANG YU, 2005;
NONATO et al, 2007), onde as amostras semelhantes, segundo as variaveis
escolhidas, sdo agrupadas entre si. A similaridade entre duas amostras pode ser
expressa, como uma funcdo da distancia entre os dois pontos representativos
destas amostras no espaco n-dimensional. A maneira mais usual de calcular a
distancia entre dois pontos no espac¢o n-dimensional, é conhecida por distancia
euclidiana. A suposicdo béasica de sua interpretacdo, é quanto menor a distancia
entre 0s pontos, maior a semelhanca entre as amostras (MOITA NETO; MOITA,
2007). O algoritmo comeca com k clusters aleatérios movendo depois 0s objetos
entre esses clusters com o objetivo de minimizar a variabilidade nos clusters e
maximizar a variabilidade entre clusters (SANTOS, 2007).

De um modo geral, o pré processamento, consiste na aplicacdo de métodos
corretivos de interferéncias ocasionadas por fontes instrumentais (ruido
instrumental), por condicdes ambientais (ruido ambiente) ou por fatores inerentes a
natureza da amostra que proporcionam variagdes na aquisicdo dos espectros, de
modo a extrair-se a informac&o util dos dados (PORTOLES, 2007; SANTOS, 2007;
MALUF et al, 2010). Os mais conhecidos e utilizados sdo: Dados centrados na
média, os filtros de Savitzky-Golay, a correcdo multiplicativa de sinal (MSC), a
variacao de padrédo normal (SNV) e as derivadas.

Geralmente os métodos quimiométricos, apresentados neste texto, assumem
gue as colunas das matrizes sdo centradas na média, o que equivale a subtrair a
resposta de cada varidvel sobre a resposta média dessa varidvel nos dados em
todas as amostras (SANTOS, 2007; TEOFILO, 2013).

O alisamento espectral € um procedimento que utilizando o algoritmo
Savitzky-Golay (SG) para reduzir o ruido espectral, vulgarmente conhecido pela sua
expresséo em Inglés smooth (PORTOLES, 2007).
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A Correcdo Multiplicativa de Sinal (ou Multiplicative Scatter Correction, MSC)
usa uma funcdo matematica, para compensar diferencas na trajetéria 6tica causada
pelo tamanho diferente das particulas da amostra, ocasionando dispersdo do feixe
de radiacdo. Estas variagbes ocorrem em maior extensdo, nas medicbes de
reflectancia. Para aplicar este tipo de correcdo, a relagdo entre a contribuicdo do
sinal de absorvancia deve ser perfeitamente linear (PORTOLES, 2007; SAUER,
2007).

A variacdo de padrdo normal (ou Standard Normal Variate Method, SNV) é
um pré processamento que realiza um ajuste aditivo e multiplicativo. Para cada
espectro da amostra o desvio ajustado é simplesmente a média de todos os valores
sobre todas as variaveis e o0 ajuste multiplicativo € o desvio padrdo dos valores de
todas as variaveis (SANTOS, 2007).

As Derivadas, como pré tratamento, apresentam a vantagem de remover
efeitos de linha de base dos espectros que variam, dependendo das condi¢des de
coleta de dados, tal como a temperatura (FERREIRA NETO, 2012).

1.4.2.2 Analise Multivariada de valores discrepantes

Os valores discrepantes (outliers) existentes no conjunto de dados, podem
afetar os resultados nas andlises estatisticas, quando aplicados aos métodos
multivariados. Por isso é fundamental que seja feita uma andlise exploratéria para
identificar esses valores. Nos dados multidimensionais, uma observacao pode ser
considerada discrepante e € possivel que néo seja, no ponto de vista univariado,
pois 0s métodos verificam os valores extremos em diversas variaveis e nao apenas
em uma (SARTORIO, 2008).

O uso do algoritmo para célculo da distancia de Mahalanobis é sugerido por
Oliveira (2010), entretanto Sartdrio (2008) apud Penny (1996) ressalta ndo ser um
método apropriado, para testar pequenos dados amostrais, mas salienta que por
meio de métodos como este, o pesquisador consegue selecionar os dados que
demonstram verdadeira peculiaridade em comparacdo ao restante do conjunto

amostral.
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1.4.2.3. Sinal Analitico Liquido (NAS)

Os modelos de calibracdo multivariada podem usar sinais que nao sao
seletivos para uma propriedade de interesse (e.g. concentracao de certo analito). O
sinal analitico liquido (NAS) descreve, justamente a parte do sinal modelado que
esta quantitativamente relacionada & propriedade a ser prevista (TEOFILO, 2013).
Desse modo, quando se deseja validar utilizando a calibracdo multivariada, o NAS
exerce uma importante funcdo na determinacdo de figuras de mérito. Para
calibracdo inversa (PLS, PCR, MLR), o NAS é a parte do sinal instrumental que é
ortogonal as contribuicdes de outros possiveis constituintes presentes na amostra
(BRAGA; POPPI, 2004).

1.5 VALIDACAO INTRALABORATORIAL DE METODO

Apo6s o desenvolvimento de um método analitico, a validacdo do método,
muito bem definida e documentada, deve ser adotada para evidenciar, que nessas
condicbes, o método tem a capacidade de gerar os resultados esperados com
credibilidade, preciséo e exatidao, visando diminuir fatores que levam a variabilidade
da amostra. Ou seja, determinam os parametros de desempenho e limitagcbes do
método, indicando os fatores que podem modifica-lo e em qual proporcdo isso
acontece (SWARTZ; KRULL, 1998; LANCAS, 2004; VALENTINI;, SOMMER,;
MATIOLI, 2007; EURACHEM, 2014).

Em termos gerais, validar significa confirmar através de demonstracdes
estatisticas, que o seu proposito foi atendido, devendo assim, qualquer
desenvolvimento de um meétodo estar devidamente completo, quando se termina a
demonstracdo de performance analitica aceitavel. Apesar de alguns autores
considerarem, esta ultima, uma pré-validacao (condicao intralaboratorial, in house),
e a validacao propriamente dita, seria aquela nos moldes interlaboratoriais (SOUZA,
2007). No ponto de vista sanitario, a validacdo do método de anélise de um produto
biolégico, como a vacina FA, esta diretamente relacionada a seguranca da saude
publica.

A RDC n°17/2010 (BRASIL, 2010) preconiza que os métodos analiticos

devem ser validados, de acordo com os protocolos escritos, através do qual a
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validacdo € uma parte essencial de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF). Sendo
assim, um elemento da garantia da qualidade associado a um produto,
padronizando a verificacdo do cumprimento da BPF, durante as inspecfes sanitarias
dos laboratdrios farmacéuticos (BRASIL, 2010). A Associacao Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT, 2005), também define que os procedimentos dos métodos
desenvolvidos pelo laboratério, a ser acreditado, devem estar assegurados para sua
finalidade (ABNT, 2005).

O procedimento para a validacdo de um método pode variar de acordo com
0 objetivo da analise. Existem diferentes sistemas sugeridos para validagédo, ndo ha
um procedimento Unico, como por exemplo, a United States-Environmental
Protection Agency (US-EPA), difere em vérios aspectos daqueles indicados pela
United States-Food and Drug Administration (US-FDA), assim como os critérios da
ANVISA, diferenciam-se dos adotados pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e do
Abastecimento (MAPA) e do documento descrito pelo Instituto Nacional de
Metrologia (INMETRO) em 2011. Cada pais adota seu préprio programa de
qualidade em funcdo da é&rea e sempre em concordancia com International
Standardization Organization / International Electrotechnical Commission (ISO/IEC)
(LANCAS, 2004). A FDA adota as especificacbes na edicdo vigente da USP
(SWARTZ; KRULL 1998).

A ISO/IEC, International Union Pure and Applied Chemistry (IUPAC) e
Internacional association of analytical communities (AOAC) international
apresentaram um guia harmonizado para validacdo intralaboratorial, publicado por
Thompson, Ellison e Wood (2002). Semelhantemente, a EURACHEM (2014)
disponibiliza um guia que aborda assuntos relacionados com a validagcéo
intralaboratorial de métodos quantitativos e qualitativos.

A resolucdo n° 899 da ANVISA também define um guia para validacdo de
métodos analiticos e bioanaliticos, com base nas premissas da ICH (1996).
Entretanto, a diretoria colegiada da agéncia ANVISA disponibilizou em consulta
publica n° 129, de 12 de fevereiro de 2016, uma proposta de validagdo de métodos
analiticos, com exigéncias mais estatisticas (BRASIL, 2016).

Segundo a resolucdo n°899 (BRASIL, 2003), qualquer método analitico
descrito em farmacopeias ou documentos oficiais, reconhecidos pela ANVISA, é
considerado validado. Caso contrario, somente sera considerado validado, quando



44

os parametros forem verificados e aceitos, conforme as especificagbes (Tabelas 4 e
5) referentes a cada categoria desta resolugéo (BRASIL, 2003).

Tabela 4. Classificacdo dos testes, segundo sua finalidade.
Categoria Finalidade do teste

I Testes quantitativos para a determinagéo do principio ativo em produtos
farmacéuticos ou matérias-primas
Il Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinagéo de impurezas e
produtos de degradacao em produtos farmacéuticos e matérias-primas
[ Testes de performance (por exemplo: dissolucéo, liberacdo do ativo)

v Testes de identificacdo

Fonte: (BRASIL, 2003).

Tabela 5. Ensaios necessarios para a validagdo do método analitico, segundo sua
finalidade.

Paréametro Categoria | Categoria Il Categoria Il Categoria lll Categoria
Quantitativo Ensaio limite v

Especificidade/Seletividade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Néo * N&o
Faixa de trabalho(intervalo) Sim Sim * * N&o
Precisé@o-repetibilidade Sim Sim Néo Sim N&o
Precis@o-intermediaria o o Néo * N&o
Limite de deteccédo N&o N&o Sim * N&o
Limite de quantificacéo N&o Sim N&o * N&o
Exatiddo Sim Sim * * N&o
Robustez Sim Sim Sim N&o N&o

* pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.

** se houver comprovacao da reprodutibilidade ndo é necesséria a comprovagédo da Precisao
Intermediaria

Fonte: (BRASIL, 2003).

Dessa forma, os parametros geralmente a serem verificados durante uma
validacdo sao: linearidade e faixa de trabalho, preciséo (repetibilidade e preciséo
intermediaria), efeito de matriz, robustez e limites de quantificacdo e deteccéo.
Esses parametros, de um modo geral, sdo de senso comum a Varios autores e
instituicdes de validacdo (LANCAS, 2004; VALENTINI, 2007; INMETRO, 2011). Para
efeito de uma validacdo intralaboratorial, a resolucdo n°899, ndo exige a
apresentacao da avaliagcdo da reprodutibilidade (BRASIL, 2003).

Entretanto, todas essas figuras de mérito sdo desenvolvidas para uma
avaliacdo em métodos analiticos com calibragbes univariadas, principalmente na

avaliacdo da linearidade, cujas premissas estatisticas sdo desenvolvidas para o
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método dos minimos quadrados (univariado). Poucos séao os trabalhos que discutem
uma avaliagdo para métodos envolvendo calibragbes multivariadas, e sua aceitacéo
ainda é restrita devido as exigéncias regulamentadoras. A validacdo de métodos
baseados em espectroscopia no infravermelho proximo, € orientadada pela norma
E1655-00 da American Society for Testing and Materials (ASTM), segundo
Valderrama (2005). A IUPAC apresentou um documento elaborado por Olivieri e
colaboradores (2006), com uma proposta para estimacdo da incerteza e figuras de
mérito em calibragcdes multivariadas. Os trabalhos de Tedfilo (2013) e de Sena e
seus colaboradores (2007), descrevem 0s célculos para parametros de
sensibilidade, seletividade e limites de deteccdo (LOD), seguindo os Ultimos avangos
para a avaliacdo de incertezas em calibracdo multivariada, e usando o conceito de
sinal analitico liquido (NAS).

A exatiddo, bem difundida e como de praxe, é apresentada na maioria dos
estudos analiticos que utilizam calibracdo multivariada, através da validagdo externa
ao processamento dos dados. Braga e Poppi (2004) declaram que a avaliacdo da
linearidade ndo é uma tarefa simples em calibracdo multivariada e ndo demonstram
propostas para essa figura de mérito, uma vez que ndo héa curvas de calibracao para
modelos multivariados (BOTELHO, 2014), e todo o desenho para a linearidade esta
relacionado aos residuos provenientes da curva de calibracdo. O estudo de Almeida
(2009), de uma forma qualitativa, utiliza a curva (ndo a de calibracdo) resultante da
correlacdo, entre os valores de referéncia e os valores previstos pelo modelo

multivariado, para verificar o comportamento linear.

1.5.1 Faixa de trabalho

Faixa de concentracdo minima e maxima do analito com comprovada
linearidade, precisdo e exatiddo (THOMPSON, ELLISON E WOOD, 2002;
INMETRO, 2011). A extremidade inferior da faixa de trabalho é limitada pelo limite
de quantificacédo, LOQ (EURACHEM, 2014).

De forma geral, o VIM (2012) define:

...conjunto de valores de grandezas da mesma natureza que pode

ser medido por um dado instrumento de medicdo ou sistema de medicao
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com incerteza de medicdo instrumental especificada, sob condi¢Bes
determinadas (VIM, 2012).

1.5.2 Curva analitica e linearidade

A linearidade de um procedimento analitico representa sua capacidade de
gerar resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito na faixa de
trabalho definida (AOAC, 1998b; BRITTAIN, 1998; INMETRO, 2011; EURACHEM,
2014). A curva analitica € definida como a representacdo grafica do sinal ou da

resposta medida, em funcéo da concentracao do analito (AOAC, 1998b).

1.5.3 Seletividade

E a confiabilidade nos resultados do analito, mesmo em presenca de
interferéncias de outros componentes de comportamento similar (EURACHEM,
2014). Sendo a especificidade considerada, quando ha 100% da seletividade
(SOUZA, 2007). O guia do INMETRO (2011) diferencia a especificidade como o
parametro que identifica que o equipamento produz resposta apenas para um
analito, enquanto a seletividade produz resposta para varios analitos, porém

consegue distingui-los.

1.5.4 Sensibilidade

Parametro que demonstra a variagdo da resposta em funcéo da concentracao
(INMETRO, 2011). Evidenciada no grau de mudanca da reposta do instrumento,
guando alterados os niveis de concentracao para o analito (EURACHEM, 2014).

1.5.5 Efeito de matriz

Como os interferentes de uma matriz podem afetar a inclinacdo de uma curva
analitica, diferentemente do que seria apenas o analito (EURACHEM, 2014), deve-
se avaliar se ha diferenca significativa entre uma curva de calibracdo usual com o
gréafico de adicdo de matriz (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002). Nesta etapa de
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um processo de validagdo, segundo o INMETRO (2011), trata-se também a
seletividade (INMETRO, 2011).

1.5.6 Precisao

Dispersdo entre os resultados (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002)
medidos independentemente em condicdes definidas, podendo expressa-las através
da repetibilidade, delimitadas nas mesmas condi¢des de ensaio em um curto espaco
de tempo (EURACHEM, 2014). A reprodutibilidade e precisdo intermediaria séo
definidas com o mesmo método, porém alterando, por exemplo, laboratério para
avaliacdo da reprodutibilidade e o operador, para o0 caso da precisdo intermediaria
(INMETRO, 2011).

1.5.7 Exatidao

Concordancia entre o resultado e o valor adotado como referéncia
(INMETRO, 2011; EURACHEM, 2014).

1.5.8 Robustez

Mede a sensibilidade do método frente a variacbes pequenas de alguns
parametros definidos (INMETRO, 2011), ou seja, mede a resisténcia do método em
presenca de pequenos desvios (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002) provocados
para verificar os efeitos no desempenho do método, e ou equipamento durante 0 uso
normal (EURACHEM, 2014).

1.5.9 Limites de deteccao e quantificacao

O limite de detecc¢éo é a concentragdo minima do analito que produz um sinal
3 a 5 vezes a razao sinal/ruido, declarada com 95% ou 99% de confianca, ser maior
que zero (THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002; INMETRO, 2011). Ja o Limite de
quantificacdo é a menor concentracdo que pode ser determinada com precisdo e

exatidao, sendo cinco, seis ou dez vezes o desvio padrdao (INMETRO, 2011).
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1.6 ESTIMATIVA DA INCERTEZA DA CALIBRACAO MULTIVARIADA

Embora a ANVISA ndo exija o calculo da incerteza dos resultados de um
meétodo, durante os procedimentos de validacdo, o conhecimento da incerteza serve
como ferramenta de avaliacdo de controle de qualidade de laboratorios e o resultado
de uma medicdo estard completo, somente quando acompanhado de sua incerteza.
Com o propdsito de garantir qualidade e confiabilidade das medicdes, a ABNT NBR
ISO/IEC 17025.2005, orienta que os laboratorios devem estimar a incerteza dos
resultados (MAGG; ALBANO; MESQUITA, 2013).

A incerteza é definida como um parametro ndo negativo, associado ao
resultado de uma medicdo que expressa a dispersdo dos valores, como por
exemplo, um desvio padrdo (ou um multiplo dele), ou a metade de um intervalo
correspondente a um nivel de confianca estabelecido (INMETRO; ABNT, 2003;
EURACHEM, 2012).

Para se estimar a incerteza, devem-se conhecer 0s pontos criticos do
método, cujas fontes de incerteza deverao ser relevantes no calculo, ou seja, fontes
que deverdo oferecer impacto no resultado final (BAZILIO, 2012). Por isso a
necessidade de se tratar cada fonte separadamente, para se ter a contribuicdo de
cada uma, quando se deseja estimar a incerteza total (EURACHEM, 2012). De
forma geral, a ISO GUM (2008) em sua ultima edicdo, traduzida por um grupo de
pesquisadores do INMETRO, conclui que a incerteza reflete a falta de conhecimento
exato do valor da sua medida (INMETRO, 2008).

A estimativa da incerteza na predicdo quimiométrica € um assunto recente e
pouco discutido nos trabalhos analiticos, voltados para calibracdo multivariada. Uma
proposta para a estimagcdo da incerteza, ou também chamada de Erro amostral
especifico de predicdo (EAEP), em trabalhos multivariados, € a utilizacdo de
equacOes com base em seu leverage (h) e na incerteza dos valores padrdes obtidos
através do método de referéncia, foram utilizadas por Botelho (2014) apud Martens e
de Vries (1995) e Faber e Kowalski (1996) e por Olivieri(2006).
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1.7 JUSTIFICATIVA

Dentro do escopo da vigilancia sanitaria exposto neste trabalho, a vacina de
febre amarela (atenuada) €, ainda, o meio mais eficaz para prevenir e controlar a
doenca. E segundo registros recentes, apresentados neste trabalho, preocupa sua
possivel reemergéncia, refletindo no aumento da solicitagdo tanto pelo Ministério da
Saude para areas nacionais, quanto para exportacdo, determinando a importancia
de um estoque estratégico deste produto em Bio-Manguinhos.

Fortalecendo tal demanda, estudos de estabilidade inseridos no contexto do
controle de qualidade das vacinas produzidas em Bio-Manguinhos, sao realizados
de acordo com os procedimentos operacionais padronizados (POPSs) estabelecidos.
Desta forma, destaca-se o foco deste estudo, o teste de nitrogénio proteico,
atualmente realizado através do método de Kjeldahl. Este método é exato e preciso,
entretanto, apresenta inconveniéncias relativas aos reagentes e aos residuos
ambientalmente inadequados, que devem ser tratados, resultando em custos
significativos para a instituicao.

O contexto atual envolve uma politica (GALVANI, 2006), com o objetivo de
evitar a geracdo de residuos na fonte, com a aplicacdo de tecnologias que utilizem
menos matérias-primas e recursos naturais em geral, sendo imprescindivel, acdes e
estratégias para se adequar a esta nova realidade. Sendo assim, alternativamente a
metodologia do Kjeldahl, a andlise por espectroscopia no infravermelho préximo
(NIR, do inglés, Near-Infrared), possibilita a determinacdo de diversos compostos
quimicos simultaneamente, contornando os problemas pontuados.

Diante da importancia atribuida ao teste de nitrogénio proteico nos estudos de
estabilidade e no controle do produto final da vacina, com o propésito de
cumprimento da legislacdo e em contratempos ocasionados pela técnica atual de
arraste por vapor, é clara a motivacdo para o desenvolvimento e validagdo deste
trabalho, que apresenta a espectroscopia do infravermelho préximo (NIR) com

reflectancia difusa, associada a calibracdo multivariada.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Aplicar a espectroscopia no infravermelho proximo por refletancia difusa
(DRIFTS-NIR) associada a calibragdo multivariada, nas andlises de nitrogénio
proteico como alternativa a metodologia convencional de analise laboratorial, a fim
de atender as necessidades do controle e dos estudos de estabilidade, garantindo
qualidade e especificidade para a matriz vacinal, consequentemente a saude

publica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Selecionar um conjunto de amostras para a etapa de calibracdo, a partir de
uma analise de “cluster” dos espectros dessas amostras;

v Construir um banco de dados de espectros das amostras com valores
conhecidos de nitrogénio proteico obtidos pelo método de referéncia;

v Realizar a calibracdo do equipamento; em triplicatas de respostas, por
diferentes modelos quimiométricos;

v Avaliar se o modelo multivariado proposto é confiavel e atende as
especificacdes, através das estatisticas e conceitos de validagdo de método.

v Verificar o potencial do modelo para a previsdo de novas amostras, avaliando
outro grupo de amostras, ndo pertencentes ao banco de dados, mediante a
comparacdo dos resultados obtidos pelo método realizado no laboratério e os
resultados previstos pelo NIR;

v Avaliar a influéncia dos excipientes constituintes da vacina, na resposta
espectral;

v Avaliar as regibes espectrais de trabalho, verificando o comportamento dos
modelos;

v Avaliar os parametros possiveis para validacdo intralaboratorial do método
proposto;

v Estimar a incerteza dos resultados da previsédo da calibracdo multivariada.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Amostras

O lote de vacina de febre amarela de 10 doses, com total de 36.888 frascos,
distribuidos na linha de producdo em 212 caixas (com 174 frascos cada), foi
amostrado conforme o documento interno de BIOMANGUINHOS (2014b),
comumente realizado pelo controle de qualidade, durante o processo de
inspecéao/revisdo dos lotes. As caixas foram numeradas de 1 a 212, das quais foram
retiradas 20 caixas selecionadas, num intervalo de 10 caixas, permanecendo a
primeira e a Ultima caixa. Foram retirados 25 frascos de cada caixa selecionada, de
forma aleatdria, totalizando 500 amostras, direcionadas as etapas de calibracédo e
validacdo. Para fins de outros possiveis estudos, foram amostrados mais 200

frascos. Todos os frascos foram armazenados em camara fria de 2 a 8°C.

3.1.2 Vidrarias

Para a determinacdo de nitrogénio proteico pelo método Kjeldahl, foram
utilizados: Espatula de aco, baldo volumétrico 100 e 1000 mL, bécher 50 e 500 mL,
tubos de centrifuga, frasco erlenmeyer de 50 mL, micropipetas de 1000 e 5000 uL e

tubos de amostra Buchi de 300 mL.

3.1.3 Reagentes

Para a determinacdo de nitrogénio proteico através do método primario
Kjeldahl, utilizando a aparelhagem de destilacdo manual da Marconi, foram
utilizados: Solucdo aquosa de acido borico (Merck) a 4%, solugcdo aquosa de
hidroxido de sédio (Merck) a 40%, solucdo aquosa de hidroxido de sédio (Merck) a
2%, solucdo aquosa de acido cloridrico (Merck) 0,014N, indicador misto preparado a
partir de 0,1g de verde de bromocresol (Merck), com 0,02g de vermelho metila

(Merck) e 100 mL de etanol (Merck), mistura selénica (Merck), acido sulfarico
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concentrado P.A. (Merck) e &cido tricloroacético (Merck) a 10%. Todas as solucdes
foram preparadas com agua ultrapura (MILLIQ).

Para a preparo da solucdo padrdo de ovoalbumina (Sigma), utilizou-se uma
solucédo aquosa de PBS (pH=7,2), composta por: cloreto de sodio (Merck) a 0,8%,
cloreto de potassio (Merck) a 0,02%, hidrogenofosfato dissddico dihidratado (Merck)
a 0,14% e dihidrogenofosfato de potassio (Merck) a 0,02%.

3.1.4 Equipamentos

As analises espectroscépicas das amostras foram realizadas em
espectrofotometro da série Antaris Il FT-NIR Analyser da Thermo Scientific (Figura 8
), equipado com fonte de halogénio, acessorio de refletancia difusa, com detector de
alta sensibilidade e estabilidade indio-galio-arsénio pareados e interferometro de
Michelson. Com faixa espectral de 12000 a 3800 cm™ (833 a 2630 nm), 32 scans,

resolucéo de 4 cm™ e temperatura ambiente controlada em 22°C.

Figura 8. A) Espectrometro Antaris Il FT-NIR Analyser Thermo Scientific, associado ao sistema de
microcomputador. B) Compartimento de leitura, com o frasco de VFC.

Para a determinacdo de nitrogénio proteico pelo método Kjeldahl, foram
utilizados: purificador de gases Buchi Scrubber B-414, destilador manual da Marconi,
um digestor Buchi Speed digester K-436 (Figura 9), centrifuga Fanem Excelsa Il e

agitador do tipo vortex.
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Figura 9. A) Digestor Buchi Speed digester K-436. B) Purificador de gases Buchi Scrubber B-414.
C) Destilador Marconi.

3.2 METODOS

3.2.1 Aquisigao dos espectros e Analise de agrupamentos hierarquicos (Hierarchical
Clusters Analysis — HCA)

A varredura espectral na faixa do NIR foi realizada em triplicata, no primeiro
momento, em todos os 700 frascos amostrados, totalizando 2100 espectros. Os 500
espectros médios (reservados para a etapa de calibracdo) referente a cada frasco
selecionado, conforme procedimento estabelecido pelo controle de qualidade de Bio-
manguinhos, foram organizados em forma de matriz. Em seguida submetida ao
método de classificagdo por similaridade espectral, Clusters Analysis (HCA),
utilizando o programa Unscrambler versédo 10.4, e as amostras foram separadas em
10 grupos. A partir dessas classes, foram selecionadas amostras representativas de
cada grupo, para determinacdo dos respectivos valores de nitrogénio proteico,
através do método de referéncia.

3.2.2 Pré-tratamento dos dados espectrais

Todos os espectros coletados direcionados a modelagem (do conjunto de 500
amostras) foram submetidos aos pré tratamentos: correcdo multiplicativa de sinal
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(MSC), variagdo de padrdo normal (SNV), e as derivadas (primeira e segunda
respectivamente) acompanhadas do filtro de alisamento Savitzky-Golay, com ajuste
de 5 pontos e polinbmio de 22 ordem, utilizando o programa Unscrambler@ versao
10.4.

3.2.3 Determinacao de nitrogénio proteico (Kjeldahl)

O conteudo de nitrogénio proteico dos respectivos frascos classificados, foi
determinado empregando-se o método de Kjeldahl, conforme procedimento descrito
em DI 0060, revisao 4.

Para cada frasco selecionado, o liéfilo foi previamente reconstituido com agua
para injetaveis, water for injections (WFI), no momento da analise. Para cada frasco,
determinou-se o contetdo de nitrogénio proteico em triplicata. Foram adicionados a
um tubo de centrifuga, 1,0 mL da vacina reconstituida, 2,0 mL de agua destilada e
0,5 mL de solucédo de acido tricloroacético a 10%. Deixou-se em repouso por 1 hora
e centrifugou-se por 30 minutos a 2700 rpm. Desprezou-se 0 sobrenadante e
reconstitui-se o precipitado com 10 mL de hidroxido de sodio 2%, transferindo-o para
um tubo de amostra Buchi (300 mL), adicionando em seguida, 2 mL de &cido
sulflrico concentrado e uma pitada de mistura selénica. Efetuou-se o ensaio do
branco em triplicata, utilizando 10 mL de hidréxido de sédio 2%, 2 mL de &cido
sulfarico concentrado e uma pitada mistura selénica, em tubo de amostra Buchi.

As amostras e 0s brancos foram mineralizados durante 30 minutos, em
modulo Speed digestor k-436. Ao término da digestdo e apOs o esfriamento da
amostra mineralizada, destilou-se em equipamento de destilagdo Marconi, utilizando
10 mL de solucdo de hidroxido de sodio a 40%, para a liberacdo da amonia.
Recolhendo-se a amonia liberada em um frasco erlenmeyer de 50 mL, contendo 2
mL de acido bdrico a 4% e 2-3 gotas de indicador misto. O recolhimento foi
interrompido, quando o volume atingiu cerca de 30 mL e em seguida procedendo-se
a titulagéo, utilizando solugéo de acido cloridrico 0,014N, previamente padronizado.
O conteudo de nitrogénio para as vacinas de febre amarela, foi calculado através da

equacao 4.

(Va-Vu)n) f X0,014)(1000) (4)
(2Vam)

Np(mgdose) =
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Onde, N, € o nitrogénio proteico em mg/dose, V,, 0 volume de acido gasto na
titulacdo da amostra, Vy,, 0 volume de acido gasto na titulagdo do branco, Van, O
volume de amostra utilizada, n, a normalidade do &cido utilizado e f, o fator de

correcao.

3.2.4 Andlise de valores discrepantes e discriminagdo dos valores de referéncia

Ao conjunto de resultados (convertidos em mg.dose™) obtidos através do
método classico de Kjeldahl, foi aplicado o teste de Grubbs, conforme orientacdo do
INMETRO (2011), para avaliagdo de valores discrepantes. Somente o conjunto de
dados que sera direcionado ao set de validacdo externa e ao set de calibracéo foi
avaliado quanto a veracidade dos dados de referéncia.

A fim de avaliar o comportamento das concentracfes de referéncia em
consonancia aos seus respectivos espectros, foi aplicado o método discriminatério
que utiliza o célculo estatistico da distdncia de Mahalanobis. Para a andlise de
discriminacdo dos valores de referéncia foi utilizado a ferramenta estatistica

disponivel no pacote Result Software Suite, verséo 3 sp7, aplicado ao Antaris .

3.2.5 Selecéao do set de validagéo e do set de calibracéo

A separacao das amostras para o conjunto de calibracdo e para o conjunto da
validacdo externa foi obtida a partir da distribuicdo das mesmas, utilizando uma
distancia entre as concentracdes, com o proposito de formar 10 grupos de
concentragcbes em um histograma. De cada grupo, foram retiradas 50% das

amostras para cada set de modelagem.

3.2.6 Teste de normalidade

A normalidade dos dados da regressao foi verificada pelo teste Ryan-Joiner
(SOUZA, 2007; INCQS, 2012). Os dados do set de calibracdo foram primeiramente
organizados em ordem crescente. Em seguida, foi construido um grafico dos valores
dos dados ordenados ei versus os valores dos percentis estimados para uma

distribuicdo normal reduzida i (quantis normais).
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Os quantis normais foram obtidos pela equacédo 5, e complementada através

das equacodes 6 a 12 para concluséo do teste.

Ry =—F——
(See)(Saa)

n n iEiiqi
Sa = (e —E)(a—T) = Y (e)(@) ——=—

i=1

n n (iei)
Se=)(ei—8)" = (&) -~

i=1 i=L n

=1
n

n n (Zn:Chj
Sag= Z(Qi —q)° = Z(qi)2 _Nit J

(5)

(6)

(7)

(8)

(9)

(10)
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5

q =
n
— 0063_(0,6118}(1,35205}(0,1288j 12)
n n Jn

Onde, gi é o valor normal esperado, ¢ * é o inverso de uma fungédo de
distribuicdo normal padréo. O coeficiente de correlagdo R « deve ser maior que o

valor de Rerit (), para um nivel de significancia a de 0,05 (SOUZA, 2007).

Req > Ruit (n), indica normalidade.

Req < Reit(n), indica ndo normalidade.

3.2.7 Calibracao e analise quimiométrica

Os modelos multivariados de calibragdo foram desenvolvidos por uma rotina
de regressdes, seguida da analise estatistica e montagem de matrizes de dados,
através do qual se utilizou o pacote Result Software Suite, versao 3 sp7, aplicado ao
Antaris II.

Os dados espectrais foram utilizados sem pré-processamento e pré
processados (tratamento que antecede o0s processamentos de modelagem
multivariada). As ferramentas de pré tratamento espectrais, disponiveis no programa
de processamento aplicado ao Antaris Il e avaliadas neste trabalho, foram: os dados
centrados na média (CM), a corre¢cdo multiplicativa de sinal (MSC), a variagdo de
padrdo normal (SNV), a primeira e segunda derivadas, e os filtros de Savitzky-Golay.

O processamento dos dados consistiu em aplicar os meétodos: minimos
quadrados classicos (CLS), regressao linear multipla (Multiple Linear Regression,
MLR), minimos quadrados parciais (Partial Least Squares, PLS) e regressao por
componentes principais (Principle Component Regression, PCR), em matrizes
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contendo os espectros NIR (X) e matrizes contendo os resultados de analises
quimicas (Y) oriundos da determinacao pelo método de referéncia Kjeldahl.

A exatiddo dos modelos, ou seja, o poder de previsdo dos modelos foi
verificada calculando-se o grau de concordancia entre o valor de referéncia e o valor
estimado pelo modelo, valores estes expressos na forma de raiz quadrada do erro
quadratico médio de calibracio (RMSEC - “Root Mean Squares Error of
Calibration”), de validagéo cruzada (RMSECV - “Root Mean Squares Error of Leave
One Out Cross-Validation” com “n” interagdes), de previsdo (RMSEP — “Root Mean
Squares Error of Prediction”), conforme as equacdes a seguir (BADDINI et al, 2010;
SANTOS, 2007; VIANNA, 2008).

(13)

Onde, y; é o valor de referéncia, yji, 0 valor estimado e o n amostras utilizadas
na calibracéo (Equacéo 13).

A validacdo cruzada (validacdo interna) foi usada para determinacdo do
modelo e do respectivo niamero de variaveis latentes, conforme a equacdo 14
(SANTOS, 2007).

(14)
RMSECV =

Onde, n € o numero de amostras do conjunto de calibracdo, y;, o valor
medido da amostra i e y; o valor previsto para a amostra i, quando o modelo é
construido sem ela (Equacéo 14).

A fase final do processo de avaliagdo do poder de predicdo ou seja
desempenho final do modelo de calibracao foi verificada a capacidade preditiva dos
modelos, através do processo de validacédo externa (SAUER, 2007), calculando-se
o RMSEP a partir do grau de concordancia entre valor de referéncia (y;) e o valor
estimado (i), € o n amostras utilizadas validagao externa, ou seja, do conjunto de

teste (Equacéao 15).
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(15)

O numero apropriado de fatores, ou variaveis latentes (VL), na calibracdo PLS
foi determinado utilizando como critério o menor RMSECV e com o menor PRESS
(predicted residual error sum of squares), que € a soma dos erros quadrados para 0s
valores estimados em relacdo aos valores reais, conforme a equacao 16 (FERRAO
et al, 2004, MORGANO et al, 2005).

PRESS = Zn:(yi -9, ) (16)

i=1

Onde, yi é o valor de referéncia para a iésima amostra, e yi € a previsao

para o valor desta amostra. Um decréscimo no PRESS indica um modelo “robusto”,
ou seja, com habilidade de previsdo. O modelo otimizado foi considerado a partir do

namero minimo de fatores, com um PRESS de erro padrdo minimo.
3.2.8 Otimizacgéao das regides de trabalho

Através da matriz dos dados (variaveis, valores de referéncia e seus
respectivos sinais de absorvancia), foram calculados os coeficientes de correlagédo
entre cada vetor das variaveis, em funcdo dos valores de referéncias. O grafico
resultante da correlacdo entre esses coeficientes e os nimeros de onda (cm™), foi
dividido em regides espectrais limitados pela inversdo de sinal dos coeficientes de
correlacdo. Os parametros estatisticos RMSEC e RMSEP, foram avaliados para as
possiveis combinacdes dessas regides.

As regides sugeridas pela literatura (STUART, 2014) 4545-5000cm™, 6250-
7143cm™ e 9091-9999cm™, para estiramentos N-H, foram também avaliadas

segundo a representacao grafica.
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Através do programa Unscrambler@ versdo x10.4 , foram calculados os
coeficientes de regressao do modelo PLS.MSC.CM e entéo plotados em funcéo das

regides espectrais do NIR.

3.2.9 Validacdo do método de calibracdo multivariada

A validacdo do método foi realizada conforme o procedimento operacional
padrao - POP n° 65.3120.126 (INCQS, 2012). O procedimento segue como
referéncia as recomendacbes de Horwitz e Albert (2006), do documento DOQ-
CGCRE-008 (INMETRO, 2011), de Souza (2007) e de Thompson, Ellison e Wood
(2002). Dentro deste escopo, serdo também contempladas algumas figuras de
mérito da respectiva categoria Il, conforme a resolucdo n°899, de 29 de maio de
2003, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), para ensaio limite.

No contexto multidimensional, foram exploradas as sugestfes para avaliacdo
das figuras de mérito proposto por Valderrama e Poppi (2009), através do qual
certificam que o modelo multivariado proposto € confiavel e atende as
especificacdes impostas pela industria e 6rgdos de fiscalizacdo nacionais e
internacionais como United States Pharmacopoeia (USP), International Conference
on Harmonisation’s (ICH), American Society for Testing and Materials (ASTM),
Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial INMETRO) e

a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

3.2.9.1 Avaliacao da repetibilidade do modelo de calibracéao

Conforme a resolucdo n°899, para a avaliacdo da repetibilidade, foi verificada
a concordancia entre os resultados, num intervalo curto de tempo, com o mesmo
analista e mesmo equipamento, através de, 10 (dez) determinagfes, dentro da faixa
de trabalho do método, respeitando os 3 (trés) niveis de concentracfes, baixa,
média e alta (BRASIL, 2003).

Como critérios de aceitacdo da repetibilidade da previsdo do meétodo, foi
avaliado por meio da razdo de Horwitz (HorRat (), calculada para condi¢bes de
reprodutibilidade (HORWITZ; ALBERT, 2006). Na avaliacdo da repetibilidade,
utilizando-se o coeficiente de variagdo da repetibilidade, CViep.exp. (%), muito utilizado

pela literatura como desvio padréo relativo, DPRrpexp. (Equagédo 17), calculado
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através de dados experimentais e o desvio padrdo relativo estimado (previsto-
tedrico) DPRiesrico (%), ambos em condicdes de repetibilidade (INCQS, 2012).

DPR,, o0 = (i) x100 (17)
X

Onde, X é a média das concentracdes medidas para as repeticdes, S € o
desvio padréo das concentracfes medidas para as repeticoes.

Os valores de DPRyeptesiico deveréo ser menores que um meio, partindo de
uma premissa menos permissivel, ou menores que dois tercos do valor do desvio
padréo relativo de reprodutibilidade (teorico-previsto) , DPRgepro.Tesrico, cOnforme a
Equacédo 18 (HORWITZ; ALBERT, 2006). Sendo este calculado através da equagéo
de Horwitz (Equacdo 18), utilizada para concentracées maiores que 0,1 mg.kg™ e
menores que 138.000 mg.kg™ (0,138 fracdo de massa), faixa em que se encontra a
concentragéo encontrada de Npwteico Para a vacina de febre amarela (< 3.500 mg.kg

1). Para o calculo do DPRrep.tesrico, Neste trabalho foi utilizada a razdo maxima de dois

tercos (Equacgéao 19).

DPRreprodutitialidade = (Z(C _0'1505)) (18)

Tebrico

DPRrepetibiI'dade =

Tedrico

(EJDPR (19)

reprodutitlidade
3 tedrico

Onde, C é a concentracao do analito em fracdo de massa (considerada como
0,0035). O método é considerado repetitivo com um valor de HorRat rp (Equacao 20)

menor ou igual a 2.

DPRrepetibiI'dade

experimental

DPRrepetibiI'dade

teorico

HorRat,,, = (20)
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3.2.9.2 Precisao Intermediaria

A resolucdo n°899 da ANVISA, exige apenas que, para a avaliacdo da
concordancia entre os resultados do mesmo laboratério, (precisdo intermediaria),
seja em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes,
sugerindo um minimo de dois dias diferentes com analistas diferentes. Dessa forma,
o procedimento foi realizado em seis dias diferentes, com trés repeticdes de uma
mesma amostra. Foram utilizadas trés mostras diferentes, caracterizadas como “
amostras controles “ para todo o estudo.

O teste foi avaliado através da determinacdo do desvio padrdo de precisédo
intermediaria relativo ao tempo Siempo (Equagdo 21) e do desvio padréo relativo de
precisdo intermediaria  DPRpecint  (Equagdo 22), conforme orientagdo do
INMETRO(2011).

_— 1 S, v (21)
Sltempo_\/Lt(n_l);k_l(Xjk Xj ]

.
DPR . = @100 (22)
X

precint —

Onde, t sdo os dias de andlise. n € o nimero de repeticbes por dia, X € a
concentracdo medida para a repeticdo e x € a média das concentragcbes medidas
para as repeticoes.

A razao HorRat  (Equacgéo 23) foi calculada pela divisao entre o desvio padréo
relativo de preciséo intermediaria, DPRprecint € 0 DPRPg. Valores de HorRatr menores
ou iguais a 2, indicardo precisdo intermediaria adequada (HORWITZ; ALBERT,
2006; INCQS, 2012).

PR

HorRat. = D prec.int<2
%% = "Dprp, (23)
R
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3.2.9.3 Exatiddo do método de calibracéo

A resolucdo n°899 aceita a comparacdo dos resultados obtidos, com um
segundo método analitico validado, neste caso, os valores de referéncia obtidos
através do método Kjeldahl para amostra, comparado com os valores estimados
pelo NIR calibrado.

A exatiddo foi calculada através da equacdo 24, onde, Crgwodo € @
concentracdo média, determinada experimentalmente através do método em
processo de validagcdo e Crererencia € @ concentracao tedrica obtida através do método
do kjeldahl, adotada como referéncia (BRASIL, 2003). Como critério de aceitacéo,
sera considerada a recuperacédo de 95 a 105%, para a concentracao deste trabalho
na faixa de 0,2 a 0,35%, conforme a tabela 6 (AOAC,2002).

odo )L
(Cmetodo) 00 (24)

referéncia

Exatidao (%) =

Tabela 6. Faixa de recuperacéo correspondente a
concentracao limite

CONCENTRACAO RECUPERACAO (%)
100% 98-102
10% 98-102

1% 97-103
0,1% 95-105
100 mg/kg 90-107
10 mg/kg 80-110
1 mg/kg 80-110
100 pg/kg 80-110
10 na/kg 60-115
1 ug/kg 40-120

Fonte: (AOAC, 2002).

Como de praxe nos trabalhos analiticos com calibragcdo multivariada
(ADAMAPOULOS; GOULA, 2004; QU et al., 2008; FILGUEIRAS et al., 2012; DE
SOUZA et al., 2013; ALVES; POPPI, 2016; GUO; NI; KOKOT, 2016; GUEVELOU;
ALLEN Jr, 2016; LI; QU, 2016; LI et al.,, 2016) a exatiddao também foi avaliada
através da raiz quadrada do erro médio quadratico de previsdo (RMSEP, Root Mean

Squares Error of Prediction), que € parametro para a indicacdo de boa previsdo do
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modelo, através do qual, foi considerada todas as amostras pertencentes ao set de

validagéo externa.

3.2.9.4 Robustez

A avaliacdo da robustez foi realizada segundo o método de comparagédo de
meédias (teste t). As condi¢cdes modificadas foram temperatura ambiente, tempo de
leitura apOs retiradas as amostras da refrigeracdo, a partir de 1 minuto, leituras
anteriores a troca de acessorio instrumental (lampada) e a variacdo da posicédo do
frasco sobre a lente de leitura, conforme tabela 7. Em cada condig&o, foi verificada a
homogeneidade entre as variancias da amostra nas condi¢cdes com a variacdo e da
amostra nas condicbes normais do método, para um nivel de confianca de 95%,
através de teste F para duas amostras (Equacdo 25), onde S? é a variancia da

amostra, ou através da analise de variancias, ANOVA (INCQS, 2012).

Sr121a|or
I:cal = Sz— (25)

Tabela 7. Varia¢des avaliadas na verificagdo da robustez

Variagéo Condicdo normal Condicdes variadas
Temperatura ambiente 23°C 22°,24°,25° e 27°C
Tempo de degelo 10 minutos 1min, 5 min, 1 h, 2 h, 4h e 6h
Posicéo do frasco Referencial 90°/180°/270°
Troca de acessorio Data anterior & .
A Data pos troca
(Ld&mpada) troca

Quando comprovada a homoscedasticidade entre as variancias da amostra
avaliada e da amostra nas condi¢gdes normais, as médias das concentracdes foram
comparadas através do teste t para amostras com variancias homogéneas. O

método foi considerado robusto para a variagdo quando o p — valor calculado para
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estatistica t caculado do teste (Equacéo 26) for maior que a significancia a/2 de 0,025,

para um nivel de confianca de 95%, com n -1 graus de liberdade.

Q|

calculado >

S

t (26)

Zn: (Xi1 - Xiz) (27)

Onde, x;; € a concentracdo da i-ésima replicata da amostra ensaiada nas
condi¢cdes normais do método, Xi. € a concentracdo da i-ésima replicata da amostra
ensaiada para a variacao, S:€ a variancia das diferencas e n € o numero de pares de
replicatas comparadas.

Quando comprovada a heterocedasticidade, as médias das concentracdes
das amostras foram comparadas através do teste t com variancias amostrais nao
homogéneas. O método foi considerado robusto para a variacdo, quando o p-valor

calculado para estatistica t cacuiado - (EQuacéo 28) for maior que a significancia a/2 de

0,025, para um nivel de confianca de 95%, com v graus de liberdade, definidos pela

equacgao 29.
t' _ |)_(1 - )_(2| 28
calculado ™
St S, @9
nl n2
2
__\n (29)

Gn) G

n—2 n,—-2
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3.2.9.5 Teste de erros sistematicos no modelo-Viés (Bias)

O viés, ou bias, é uma figura de mérito (FOM) que avalia a presenca de erros
sistematicos no modelo. A existéncia desse tipo de erro afeta a precisdo, exatidao e
a determinacao dos intervalos de confianca. A norma E1655-00 da ASTM, segundo
Valderrama (2005) e Botelho(2014), aborda essa investigacdo. Para este teste, o

bias médio para o conjunto de validagéo foi calculado pela equacao 30.

> (% — %) (30)

bias = 1=
n

Onde x, séo os valores de referéncia e x; os preditos para a propriedade de

interesse, respectivamente, e n € o nimero de amostras no conjunto de validagao.

O desvio padrao dos erros de valida¢do (SDV) também foi estimado (Equacao
31) e através de um teste t de Student (Equacdo 32), para determinar se as
estimativas de validacao apresentam um viés (bias) estatisticamente significativo. O

valor tyias € entdo comparado com o valor teiico para n graus de liberdade.

\/ Zn:[(xi — %) — bias]? (31)
SDV =2
n-1
B |bias|\/ﬁ (32)
bias — SDV

Quando o valor de tyias apresenta um resultado maior do que o valor de tgitico
para n-1 graus de liberdade, onde n é o nimero de amostras da validacao, com 95%
de confianga, isso € uma evidéncia de que erros sistematicos presentes no modelo
multivariado sao significativos. No entanto, quando o valor de tyss calculado
apresentar valor menor do que o valor critico, entdo, o erro sistematico incluido no

modelo pode ser considerado insignificante e desprezado.
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3.2.9.6 Recuperacéo

Foi preparada uma solucdo de padrdo de ovoalbumina a 3,0 mg.mL™,
medindo-se a massa em balanca analitica calibrada e transferida quantitativamente,
para um baldo volumétrico calibrado, e este foi avolumado a marca com solucao de
PBS, previamente preparada. As concentracdes dessas solucdes, em termos de
nitrogénio total e proteico foram obtidas através do método classico de kjeldahl.

Foram selecionadas 15 amostras e reservados seus respectivos espectros,
nomeados originais (ou seja, antes da manipulacdo da amostras). A partir do
conhecimento da concentragdo da solugcdo de ovoalbumina, foram retiradas
aliquotas e transferidas aos li6filos de cada amostra vacinal em estudo. Essas novas
amostras foram encaminhadas a reliofilizacdo e recravadas apds o ciclo de
liofilizacdo. Na tabela 8, estédo descritos os dados dos preparos das solugdes.

As aliquotas foram retiradas com o objetivo de obter um adicional de

nitrogénio proteico, em dois niveis possiveis de concentragdes.

Tabela 8. Procedimento para avaliacdo da recuperagéo de padrdo de ovoalbumina nas
vacinas liofilizadas.

Preparo da solucao Analise do KJ
~ , Incremento
Solugéo m(mg) Va(mL) C; . Niotal . Npmteico_l Aliguota na vacina
(mg.mL™) (mg.mL™) (mg.mL”) s(mL) (mg.dose™)
Ovoalbumina ., 5, 50 3,00 0,40 0,42 0,500 002
(em PBS) ’ ’ ’ 0,250 0,01

m, massa;Vy, volume de diluente(gsf);Cs,concentracéo final da solucéo padréo de
ovoalbumina; Ny, cOncentracdo de nitrogénio total em mg.mL'l;Np,oteico, concentracdo de
nitrogénio proteico em mg.mL'l; Kj,referencial ao método classico de Kjeldahl.

3.2.9.7 Avaliacao da influéncia espectral dos excipientes da matriz

Foram preparadas solucdes dos excipientes da vacina de febre amarela 10
doses, conforme apresentada na tabela 9 , medindo-se a massa em balanca
analitica calibrada e transferida quantitativamente, para um baldo volumétrico
calibrado, e este foi avolumado a marca com agua WFI (Water for injectables), agua

para injetdveis, com excec¢do do preparado para solugdo de eritromicina feita em
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etanol P.A. As concentracfes dessas solugcbes, em termos de nitrogénio total e
proteico foram obtidas através do método classico de Kjeldahl.

Foram selecionadas 8 amostras (para cada excipiente) e reservados seus
respectivos espectros, nomeados originais (ou seja, antes da manipulacdo das
amostras). Conhecendo-se as concentracbes das solucbes de cada excipiente,
foram retiradas aliquotas e transferidas aos liofilos de cada amostra vacinal em
estudo. Essas novas amostras foram encaminhadas a reliofilizacdo, recravadas
apos o ciclo de liofilizacdo e obtidos seus respectivos espectros. Na tabela 9 estédo
descritos os dados dos preparos das solugoes.

As aliquotas foram retiradas com o objetivo de obter um adicional de

nitrogénio proteico, em dois niveis possiveis de concentracdes.

Tabela 9. Procedimento para avaliacao da influéncia espectral dos componentes da matriz nas
vacinas liofilizadas.

Preparo da solucéo Andlise do KJ Incremento
Solugao Vg C Nq Norotei Aliquotas de N na
m (mg) otal proteico vacina
(mL) (mg.mL) (mg.mL) (mg.mL) (mL) (mg.dose™)
Gelatina 104,4 50 2,1 0,4 n.e 0,5 0,02
Canamicina  125,0 50 25 0,2 n.e 1 0,02
Sorbitol 4000,0 50 80,0 n.e n.e 1 n.a
Sacarose 400,0 50 8,0 n.e n.e 1 n.a
Glutamato 200,0 50 4,0 0,18 n.e 1 0,02
Eritromicina 5242 50 10,5 0,22 n.e 1 0,02

(em etanol P.A)

m, massa;Vy, volume de diluente(gsf);Cs,concentragéo final da solucdo padrdo de cada excipiente;
Niotar, CONCeNtracdo de nitrogénio total em mg.mL'l;Npmteico, concentracdo de nitrogénio proteico em
mg.mL; Kj,referencial ao método classico de Kjeldahl; n.e., ndo encontrado;.n.a., ndo aplicavel;N,
nitrogénio.

3.2.10 Outras avaliacdes
3.2.10.1 Preciséao (inter meses)
Trés frascos, nomeados de amostras controles, foram reservados a avaliagdo

da precisdo dos resultados, durante todos os meses de estudo. A variacdo da

aguisicao espectral, foi avaliada através do desvio padrao relativo.
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Como critérios de aceitacdo da precisdo da previsdo do método, foi avaliado
por meio da razdo de Horwitz (HorRat (), calculada para condicbes de
reprodutibilidade (HORWITZ; ALBERT, 2006). A razado HorRat r (Equacao 23) foi
calculada pela diviséo entre o desvio padréao relativo de precisdo, DPR precisao € 0 DPRP
r. Valores de HorRatr menores ou iguais a 2, indicardo precisdo adequada
(HORWITZ; ALBERT, 2006; INCQS, 2012).

3.2.10.2 Avaliacao da previsdo do modelo com lotes de rotina

Dez lotes, produzidos em 2016, foram analisados e comparados
estatisticamente com os respectivos valores de referéncia. A estatistica F do teste foi
calculada através da equacdo 25, para o valor previsto (NIR) de cada lote produzido
em 2016, em relacdo ao respectivo valor fornecido pelo método de referéncia (KJ).
Quando comprovada a homoscedasticidade entre as variancias da amostra avaliada
e da amostra nas condicdes normais, as meédias das concentracfes foram
comparadas através do teste t para amostras com variancias homogéneas (Equacéo
26). Quando comprovada a heterocedasticidade, as médias das concentracdes das
amostras foram comparadas através do teste t com varidncias amostrais ndo

homogéneas (Equacéao 28).

3.2.11 Estimativa da incerteza da calibracdo multivariada

O desenho experimental deste trabalho para o calculo da incerteza, foi
baseado a partir dos guias apresentados por IPAC(2007), ISOGUM/INMETRO
(2008) e EURACHEMI/CITAC (2012), ordenados a seguir:

v' Foram definidas as fontes de incerteza, obtidas através do método de referéncia
e do método de calibracao.

v Foram definidos os modelos matematicos utilizados nos calculos e
transformacdes matematicas, como a fatoracdo do acido titulante e o célculo da

concentracéo de nitrogénio proteico (com a conversao);
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v' Foram definidas as componentes de incerteza (sugeridos pelos erros de cada
fonte);

v" Foram calculados os coeficientes de sensibilidade;

v Foram estimadas as incertezas padrdo (somente aquelas componentes de
incerteza representadas nas equacoes);

v Foi calculada a incerteza combinada.

v" Por fim, calculada a incerteza expandida.

3.2.11.1 A identificacdo das fontes de incerteza e estimativa da incerteza padrao

Através de uma anadlise detalhada da expressdo matematica utilizada para os
calculos envolvidos e do conhecimento dos pontos criticos do método de referéncia
(Kjeldahl), foram identificadas as fontes de incerteza que pudessem impactar no
resultado. Ou seja, (Ry) a fatoracéo do acido titulante e o (R.)célculo da concentracao
de nitrogénio proteico.

A partir de n observacdes repetidas de forma independentes, foi determinada
a incerteza padrdao (Equacgbes 33 a 35) relacionada a cada fonte de incerteza
identificada (RfeR.).

o [

S

S(X) = (34)

u=S(X) (35)

Onde, xi é a grandeza independente identificada, n € o nuamero de
repeticdes,X € a meédia das repeticbes, s € o desvio padrdo dos resultados das

fontes identificadas, S(X) € o desvio padrao experimental da média, u € a incerteza
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padrao de uma grandeza identificada (INMETRO, 2008). E entdo dividida pela
distribuicdo de probabilidade.
As grandezas para o calculo das incertezas padrdao de outras fontes

identificadas foram obtidas a partir dos certificados de calibracdo ou do fabricante.

3.2.11.2 Célculo da incerteza padrdo combinada uc (y).

As incertezas padréo, relacionadas a cada variavel do modelo matematico da
medicdo, foram propagadas para estimar a incerteza padrao combinada uc(y). A
incerteza padrdao combinada uc(y) (Equacdo 36) é a incerteza padrdao quando o
resultado € obtido por meio dos valores de vérias outras grandezas, sendo igual a
raiz quadrada positiva de uma soma de termos (REDE METROLOGICA, 2013).

U (y) = [ Dt (x) = [>uZ(y)
i=1 i=1 (36)

Onde, uc(y) € a incerteza padrdo combinada, u(x;) € a incerteza padrdo para
cada i-ésima fonte de incerteza x;e n é o nimero de fontes de incerteza atribuidas a
avaliacdo. Cada coeficiente de sensibilidade, ¢; € 0 quanto a estimativa de saida y é
influenciada por variacbes da estimativa de entrada x; (REDE METROLOGICA,
2013).

Os coeficientes de sensibilidade (Equacdo 37) foram calculadas
geometricamente, a partir das equacdes identificadas criticas no procedimento
(Equacbes 38 e 39):

AR,
= 37
6 =" (37)

m

R, =1f =
f (Va 1K) (38)
— 39
R =C — (Va.t Vbr)' f 'Vrec k ( )

(3 A(mg/dose) (V |')
ali
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Onde, C;, é o coeficiente de sensibilidade para cada componente detectada,
ARi é a diferenca entre o resultado com a variavel e sem a variavel, Av € a diferenca
entre as incertezas das variaveis (a variavel adotada), f é o fator do acido titulante,
m é a massa do padréo primario (g) , Var € 0 volume gasto de acido na fatoracéo (mL)
, Rr € o resultado do fator, v,; € 0 volume gasto de acido na titulacdo da amostra
(mL), vor € 0 volume do gasto com o branco na titulagdo da amostra (mL), va; € 0
volume da aliquota digerida (mL), v € 0 Volume de reconstituicdo da amostra, Ca €
a concentracao de nitrogénio proteico na amostra, R é o resultado da concentracao

da amostra e k é a constante de conversao.

3.2.11.3 Estimativa da incerteza expandida (U)

A incerteza expandida foi dada pelo produto entre a incerteza padrdo
combinada estimada e um fator de abrangéncia k para um nivel de confianca
desejavel de 95,45% (INMETRO, 2008) conforme a Equacéo 40.

U =ku(y) (40)

Onde, k é o fator de abrangéncia.

Através da formula de Welch-Stterthwaite (Equacao 41), € possivel obter o
namero efetivo de graus de liberdade da incerteza padrdo combinada (INMETRO,
2008; HATANAKA, 2015):

ug (y)
Z”=1Ui4 (y) (41)

i:1 V-

€

Onde, uc (y) € a incerteza padrédo combinada, ui (y) € a incerteza padréo da
fonte de entrada, na unidade do mensurando, vi € o numero de graus de liberdade
das fontes de entrada.

O numero de graus de liberdade é um numero inteiro, dessa forma, quando o
valor calculado de v ndo resultou em um numero inteiro, considerou-se somente a

parte inteira do namero. Para uma incerteza padrdo do tipo B, considerou-se o
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namero de graus de liberdade infinito (INMETRO, 2008). Nos casos em que a
incerteza u. (y) € aproximadamente normal ou os graus de liberdade efetivos ves, S40
de tamanho significativo, utiliza-se k=2 para um nivel de confianca de
aproximadamente 95,45% (INMETRO, 2008). Para quase todos os fins, devido a
natureza aproximativa do processo de estimativa da incerteza de medicéo, pode-se
adotar k=2 (INMETRO 2008; EURACHEM, 2012). Contudo, também foi possivel
determinar o valor de k, quando o processo de estimativa de incerteza ndo possuiu
graus de liberdade efetivos suficientemente grandes, através da estatistica t-student
(BAZILIO, 2014).



4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 MODELAGEM MULTIVARIADA
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4.1.1 Analise de agrupamento hierarquico (hierarchical clusters analysis — HCA)

Os dados espectrais organizados em forma de matriz sdo apresentados na

figura 10. E a matriz dos dados, submetida a analise de cluster (HCA), resultou no

agrupamento das amostras semelhantes em dez conjuntos,

apresentacao do histograma na figura 11.

Figura 10. Matriz dos dados espectrais executada em Excel.

conforme a

| AL - e | Amostras

A B [ D E F ] H 1 J K L M N o} P Q R S

1 Ams‘m\ Nimero de onda (cm-1) %
2 3999,64 4001,569 4003497 4005426 4007,354 4009,282 4011,211 4013,139 4015,068 4016,996 4018,925 4020,853 4022,782 4024,71 4026,639 4028,567 4030,496 4032424 &
3 6 0,935048 0,934872 0,934532 0,93423 0,93310¢ 0,93306 0,933004 0,932431 0,931862 0,931149 0,930168 0,929709 0,928898 0,927744 0,927352 0,926782 0,925843 0,925158 O
4 7 0,888844 0,888707 0,888436 0,888091 0,887053 0,886723 0,886589 0,886075 0,885475 0,884731 0,883732 0,883207 0,882383 0,881035 0,880311 0,879547 0,878362 0,877426 0O
5 8 0,834172 0,83418 0,833914 0,833555 0,83246 0,832046 0,83205 0,831831 0,831395 0,830866 0,829946 0,829386 0,828677 0,827576 0,827034 0,826336 0,825547 0,82486 0O
6 9 0,849516 0,849421 0,849198 0,848856 0,8473923 0,847748 0,847648 0,847249 0,846662 0,845907 0,84516 0,844681 0,843953 0,842816 0,3424 0,841808 0,840703 0,839956 O
7 10 0,967924 0,967676 0,96715 0,96676 0,965521 0,965182 0,96505 0,964584 0,963785 0,962826 0,961721 0,961183 0,960274 0,958833 0,958064 0,957066 0,955671 0,954565 O
2 1" 0,874294 0,874256 0,873925 0,873601 0,872645 0,872291 0,87221 0,871691 0,871199 0,870601 0,869709 0,869222 0,868855 0,867711 0,866931 0,866286 0,865253 0,864458 O
9 12 0,879013 0,878907 0,878699 0,878344 0,87718 0,876989 0,876798 0,876379 0,875893 0,875037 0,874021 0,873631 0,872933 0,871769 0,870953 0,870175 0,869007 0,868184 O
10 13 0,891699 0,891745 0,891558 0,891194 0,850085 0,889881 0,889893 (0,889346 0,888749 0,888101 0,887288 0,886797 0,885978 0,884678 0,883946 0,883367 0,882382 (,881556 O
1 14 0,899162 0,899184 0,898969 0,898657 0,897507 0,897307 0,897225 0,896878 0,896159 0,89529 0,894365 0,893777 0,893144 0,892248 0,89157 0,890853 0,889807 0,889027 O
12 15 0,903122 0,503051 0,902886 0,502469 0,901275 0,501126 0,901107 0,500596 0,90007 0,899436 0,898481 0,898 0,897314 0,896139 0,895442 0,894654 0,893637 0,892781 O
13 16 0,875018 0,875067 0,874992 0,874585 0,87352 0,87324 (,873133 0,87273 (,872415 0,871759 0,870678 0,870094 0,869502 0,868424 0,867833 0,867075 0,866082 0,86531> O
14 17 0,924138 0,924081 0,923907 0,923482 0,922349 0,921877 0,921861 0,921567 0,921208 0,92048 0,919525 0,918871 0,918121 0,916932 0,916223 0,915454 0,914269 0,913342 O
15 18 0,819213 0,819141 0,81891 0,818444 0,817418 0,817222 0,81718 0,816737 0,816143 0,815485 0,814698 0,814317 0,813633 0,812582 0,811905 0,811219 0,810143 0,809357 O
16 19 0,864225 0,864232 0,864015 0,8563554 0,862565 0,862359 0,862371 0,862104 0,861399 0,860508 0,85359 0,853066 0,858142 0,856331 0,856175 0,855287 0,854 0,853056 O
17 20 0,838851 0,838839 0,838483 0,838169 0,837214 0,836913 0,836901 0,836609 0,836125 0,835465 0,834462 0,833932 0,833275 0,832329 0,831765 0,831115 0,830031 0,829253 O
18 21 0,948517 0,949447 0,949293 0,34889 0,947757 0,947648 0,947518 0,947147 0,946818 0,946314 0,94525 0,944547 0,943756 0,94255 0,941954 0,941179 0,940156 0,939459 O
19 22 0,350881 0,850885 0,35065 0,35034 0,849266 0,349133 0,849075 0,848501 0,847862 0,847096 0,846167 0,845701 0,844957 0,84388 0,843372 0,842695 0,841799 0,840915 O
20 23 0,904013 0,9503986 0,90362 0,503269 0,902343 0,502129 0,901912 0,501459 0,90085 0,900242 0,899283 0,898622 0,897867 0,896736 0,89609 0,895482 (,89441 0,893493 0O
21 24 0,983058 0,982895 0,982668 0,982456 0,981426¢ 0,980996 0,980909 0,98046 0,979617 0,978735 0,977806 0,976978 0,975989 0,974741 0,97389 0,972917 0,971684 0,970647 O
22 25 0,828291 0,828139 0,827915 0,827622 0,826648 0,826449 0,826598 0,8262 0,825577 0,824929 0,824103 0,823757 0,823169 0,82207 0,821474 0,820888 0,819922 0,81912 O
23 26 0,908428 0,908303 0,907954 0,307792 0,906748 0,906321 0,906235 0,905878 0,905146 0,904122 0,903039 0,902386 0,901658 0,900371 0,899503 0,898641 0,89738 0,896455 O
24 27 0,874256 0,874079 0,873828 0,873547 0,872573 0,872391 0,872421 0,872048 0,871581 0,870355 0,870018 0,86353 0,868834 0,867791 0,867243 0,866466 0,865533 0,864782 O
25 28 0,880703 0,880651 0,880468 0,830184 0,878367 0,878716 0,878671 0,878262 0,877809 0,8771 0,876087 0,875556 0,874692 0,873436 0,872913 0,872241 0,871174 0,870347 O
26 29 0,880032 0,879846 0,879606 0,879183 0,878018 0,877842 0,877858 0,877443 0,876786 0,875947 0,874947 0,874385 0,873667 0,872408 0,871686 0,870883 0,869742 0,868854 O

27 an NQ75177 NQ75212 09750040 974647 N G72557_N Q72014 N Q77777 N G77255_NA71749 N QINRNR N 9R9A2A N QRA14S N GA2S24 0 aR7122 03RAA_03RSA71 N aRINIZ 0862110 N T
W 4 b+ W Matriz para 500 amostras .~ Plan3 .~ grupo 1 .~ Pln8 ./ ¥J on 0

e Y = 7y

A linha 2B apresenta 3112 valores de nimeros de onda (cm™). Na coluna A
estdo dispostas as 500 amostras, cujas linhas, apresentam seus sinais
espectrais (em absorvancia).

Figura 11. Histograma resultante da andlise cluster (HCA).
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As amostras em negrito organizadas nas tabelas 10 e 11, em seus
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respectivos grupos classificados pelo HCA, foram selecionadas para a determinagao
do seu conteudo de nitrogénio proteico, através do método kjeldahl.

Tabela 10. Classificagdo hierarquica (HCA) dos espectros obtidos no NIR, para as amostras
de vacinas de febre amarela.

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 4 Cluster5 Cluster 6 Cluster 7 Cluster 8 Cluster 9 Clti%ter
11 6 19 10 31 18 7 24 43 13
15 21 22 41 38 27 8 32 166 14
16 30 26 53 45 36 9 40 263 17
28 51 34 71 59 42 12 46 349 23
33 52 44 82 69 47 20 55 386 29
35 77 50 98 97 68 25 56 405 48
37 85 54 103 99 80 63 57 418 58
39 93 67 125 116 94 73 72 431 60
49 104 70 126 123 108 79 74 451 62
61 107 87 186 138 112 84 75 458 64
65 122 109 200 161 128 102 86 460 76
66 134 115 211 170 133 111 88 464 83
78 149 132 232 173 148 114 106 89
81 150 160 233 181 156 118 113 90
91 157 171 276 182 162 124 119 92
101 190 172 284 183 163 129 127 95
110 194 174 286 206 193 131 143 96
117 227 176 306 213 212 140 152 100
120 244 177 319 215 285 147 153 105
121 252 195 326 235 291 158 198 130
135 253 196 331 236 304 164 222 139
136 269 217 378 239 310 167 256 142
137 277 224 419 241 361 168 259 151
141 283 228 449 242 382 175 265 154
144 287 240 479 268 407 178 270 165
145 299 327 485 278 482 184 272 179
146 309 351 496 288 490 188 274 185
155 328 376 293 508 192 281 187
159 347 381 334 204 282 189
169 358 384 348 208 290 191
180 372 396 357 210 295 199
197 390 441 369 214 298 201
203 408 445 370 218 301 202

Com o objetivo de avaliar a frequéncia de amostras, que apresentavam
caracteristicas semelhantes, o método classificatério multivariado HCA, quando

aplicado as matrizes espectrais sem pré-tratamento algum, se mostrou um
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planejamento adequada para selecionar as amostras. Essa estratégia fornece uma
variabilidade ao set de calibragcdo e de validacdo, e consequentemente, torna o
modelo de calibracdo, mais robusto possivel, através do aumento da extensao dos

niveis que participardo da curva de calibracao.

Tabela 11. Classificacé@o hierarquica dos espectros obtidos no NIR para as amostras de
vacinas de febre amarela (continuacdo da tabela 10).
Cluster 1 Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster5 Cluster 7 Cluster 8 Cluster 8 Cluster 10 Cluster 10

207 363 422 454 377 221 302 421 205 356
219 374 434 456 380 223 305 423 209 359
220 394 439 468 392 231 312 424 216 360
237 400 442 469 393 238 315 425 225 368
245 401 452 481 410 246 316 427 226 373
249 402 455 486 416 248 324 436 229 383
250 409 470 494 428 251 325 440 230 389
254 420 473 498 432 255 329 443 234 391
258 429 483 505 437 260 330 444 243 397
262 438 488 509 462 267 336 453 257 399
289 471 499 465 275 339 457 261 404
292 478 504 472 280 340 467 264 413
296 480 476 294 342 474 266 426
300 489 477 314 350 484 271 430
303 497 500 318 365 273 433
307 503 502 320 371 279 435
308 507 322 379 297 446
317 337 395 311 448
332 341 403 313 450
333 354 406 321 459
338 364 411 323 461
346 366 412 335 463
353 367 414 343 475
362 375 415 344 487

385 417 345 491

387 352 492

388 355 493

466 506

4.1.2 Pré tratamento nos dados espectrais coletados

Os espectros sem tratamento apresentaram deslocamento nos sinais (Figura

12) entre as amostras. Isso foi ocasionado pelo fenbmeno de espalhamento da
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radiacdo, associado a técnica de reflectancia difusa, sendo necessario o tratamento
MSC (Correcdo Multiplicativa de Sinal), que tem por finalidade, reduzir tais
variacfes espectrais ocasionadas por fatores instrumentais (Figura 13). A correcao
por SNV (Variacdo de padrdo normal) também foi aplicada (Figura 14), uma vez
que, este método estéd destinado a medir diferentes caracteristicas de dispersédo do
sinal espectral, relacionado com o caminho 6ptico, semelhantemente ao efeito de
correcéo por MSC (PORTOLES, 2007).

Figura 12. Espectros médios das amostras sem tratamento
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Figura 13. Espectros médios das amostras com tratamento
MSC
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Figura 14. Espectros médios das amostras com tratamento SNV.
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As derivadas intensificaram o ruido, sendo essa caracteristica, mais evidente
na segunda derivada. Dessa forma, o seu uso acompanhado do alisamento pelo
filtro de Savitzky-Golay (SG), com janela de 5 pontos e polinomial de segunda ordem
(5p e 22 Ord.), permitiu reduzir flutuacbes originadas pelo ruido instrumental, mais
aparentes nas regides 5100 a 5500 cm™, 7000-7500cm™ e 9500-9600cm™, como foi

possivel observar nas figuras 15 e 16.

Figura 15. Espectros médios das amostras aplicada a primeira
Derivada, com alisamento Savitzky-Golay (5p e 22 Ord).
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Figura 16. Espectros médios das amostras aplicada a segunda
derivada com alisamento Savistsky-Golay(5p e 22 Ord.).
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4.1.3 Método de referéncia (kjeldahl), o teste de grubbs e analise discriminatéria.
Os 250 valores médios de referéncia resultantes do método de Kjeldahl foram

tratados em 3 avaliacdes de valores extremos. Utilizando o teste de Grubbs, a tabela

12 apresenta o numero final de amostragem para a modelagem.

Tabela 12. Tratamento de valores extremos.

Avaliacéo pelo Teste de Grubbs

12 avaliagdo 22 avaliacdo 32 avaliacéo

N° amostras avaliadas 250 246 245
Concentragdo encontrada (mg/dose) 0,029 a 0,087 0,029 a 0,074 0,029 a 0,068
Média 0,049 0,049 0,049
Coeficiente de Variagéo 0,17 0,14 0,14
N° amostras extremas encontradas 4 1 0

O método de referéncia Kjeldahl envolve varias etapas do procedimento que
podem influenciar significativamente nos resultados, esses valores podem ser
avaliados pelo teste de Grubbs para valores extremos. No entanto, o teste somente
avalia os resultados referentes a cada amostra, diante da homogeneidade do
conjunto amostral, mas nédo avalia se os valores, incluindo os extremos, possuem
alguma relagéo real, com seus espectros gerados pela técnica espectroscopica na

regido do infravermelho proximo.
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Considerando que a etapa de escolha dos valores de referéncia é a fase mais
importante de uma modelagem e a confian¢ca que os mesmos, devem proporcionar a
calibracdo multivariada, foi necessaria a aplicacao da analise discriminante entre os
250 valores de referéncia. A partir das informacdes espectrais de cada amostra e
utilizando o calculo matematico de Mahalanobis, a analise discriminante resulta em
valores que nao correspondem aos grupos indicados, a fim de reavaliar a veracidade
dos valores de referéncia versus o comportamento espectral desse conjunto.

Os 250 espectros tratados com MSC e CM (dados centrados na média), na
regido sugerida pela literatura para estiramentos NH em 5000 e 4545 cm™
(STUART, 2004), estdo representados na figura 17. As 250 amostras foram
separadas em trés niveis de valores (alto, médio e baixo) conforme a marcacéo

representada, e submetidas a analise de discriminacéo.

Figura 17. Espectros médios tratados com MSC e CM na regido proposta
pela literatura.
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Para a regido 4545 a 5000cm™, sugerida pela literatura (STUART, 2004),
foram observados 52 espectros fora da classificacéo inicialmente definida (valores
de nivel 3 alto, nivel 2 médio e nivel 1 baixo), segundo a discriminagédo. A distancia
entre os niveis adjacentes, N1 com N2 (Figura 18 A) e N2 com N3 (Figura 18B), nédo
foi tdo notodria, podendo ser atribuido aos valores muito préximos dos dados, nao
resultando em grande diferenca entre as extremidades das classes. Diferentemente
das classes N1 e N3 (Figura 19), que foi possivel observar uma distancia entre seus

grupos.



Figura 18. Andlise discriminante na regido 4545-5000cm™, com tratamento MSC e
CM. A) Distancias entre os niveis 2 e 1. B) Distancias entre os niveis N1 e N3.
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Figura 19. Anélise discriminante na regido 4545-5000cm™, com tratamento MSC e
CM. C) Distancias entre os niveis 2 e 3.
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A anélise também foi aplicada para a regido de 6250 e 7145 cm™, sugerida
pela literatura (STUART, 2004), com tratamento MSC (Figura 20). Observou-se que
a partir do nimero de onda em torno 6900cm™, a correlacdo dos sinais dos
espectros é invertida, coerentemente, podendo influenciar na classificacdo para essa
regido. Reduzindo a janela dessa regido, a fim de retirar a influéncia da inverséo de

sinais, houve uma diminui¢cdo dos valores desclassificados, resumidos na tabela 13.

Figura 20. Espectros medlos tratados com MSC e CM
na regido 6250 e 7145 cm™ , proposta pela literatura.
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Tabela 13. Analise discriminante, utilizando o calculo de Mahalanobis.

Tratamento

Regiéo

NUumero de amostras
desclassificadas

MSC/CM
MSC/CM
MSC/CM
MSC/CM
SNV/CM
SNV/CM
SNV/CM
SNV/CM

4545-5000 cm™
6250-7143 cm™
6250-6800 cm™
9091-9999 cm™
4545-5000 cm™
6250-7143 cm™
6250-6800 cm™
9091-9999 cm™

52
74
58
76
53
88
57
77

Figura 21. Espectros médios tratados com MSC e CM na regido

9091-9999cm™ proposta pela literatura
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A analise foi feita para espectros tratados com o método MSC e SNV, todos

centrados na meéedia (CM) e para as trés regides sugeridas, conforme resumo na

tabela 13. Nos graficos espectrais das figuras 17, 20 e 21, somente foi possivel

observar uma separacao dos niveis de classificacdo dos sinais, no grafico referente

a regido 4545 a 5000 cm™ (Figura 17). Tal caracteristica, resultou no menor niimero

de espectros desclassificados, diferentemente das outras regides estudadas que

apresentaram um namero maior de amostras que se misturavam em classes

diferentes. Isso pode ser explicado pela aproximacao dos sinais de absorvéancia para

essas regibes. Dessa forma, 52 amostras foram excluidas do conjunto para

modelagem, ja que

desclassificados.

essa avaliacdo infere duvida aos valores de referéncia
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Apls o teste de Grubbs e a andlise de discriminagdo, o conjunto de
resultados do Kjeldahl apresentou 198 valores de referéncia, para suas respectivas
meédias espectrais (Tabela 14). A principal vantagem observada, foi evitar a
suposicdo sobre a distribuicdo dos dados, com exclusbes de discrepantes, mesmo
baseado em métodos estatisticos.

Tabela 14. Faixa de resultados dos valores
de Kjeldahl.

Faixa inicial dos resultados do Kjeldahl
0,028-0,089 (mg/dose) n=250
Faixa final dos resultados do Kjeldahl
0,039-0,062 (mg/dose) n=198

4.1.4 Selecao do set de calibracéo e do set de validacéao.

A separacdo das amostras para o conjunto de calibracdo e para o conjunto da
validacdo externa foi obtida a partir da distribuicdo das 198 amostras, com uma
distancia de 0,0029 entre as concentragfes, formando 8 grupos de concentracdes
em um histograma (Tabela 15 e Figura 22). De cada grupo, foram retiradas 50% das
amostras para cada set de modelagem, resultando em 99 amostras para a
calibracdo e 99 amostras para a validacao externa (Tabela 16). Esse procedimento
proporcionou uma melhor distribuicdo de niveis de concentracdes presentes em
cada set, de forma a avaliar o poder de previsdo do modelo na validacao externa,

em toda a faixa de concentracdo da curva de calibragao.

Tabela 15. Faixas de concentra¢es (mg/dose) vs

frequiéncia.

Faixa (8 grupos) Frequéncia
0,039-0,042 12
0,042-0,045 40
0,045-0,048 48
0,048-0,051 29
0,051-0,054 25
0,054-0,056 16
0,056-0,059 19

0,059-0,062 9
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Figura 22. Histograma com as faixas de teores de nitrogénio
proteico obtidas pelo método de referéncia Kjeldahl.
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Tabela 16. Faixa de resultados dos valores de
selecionados para cada conjunto.
Faixa dos resultados do Kjeldahl selecionados para o
set de calibragéo
0,039-0,062 (mg/dose) n=99
Faixa dos resultados do Kjeldahl selecionados para o
set de validacao externa

0,039-0,062 (mg/dose) n=99

4.1.5 Avaliacdo da normalidade dos dados de calibracdo

As técnicas de PLS e PCR fazem consideracdes que impdem limitacdes ao
seu uso, admitindo que as variaveis devem estar relacionadas linearmente e
seguem uma distribuicdo normal (MONTEIRO, 2011). Apesar de Liu et al (2008)
considerar em seu estudo, através de monitoramento estatistico, que a estrutura dos
dados pode ser representada por componentes Gaussianos e ndo Gaussianos,
guando se pretende usar esses modelos. Por outro lado, a ndo normalidade também
€ impeditiva, para quaisquer inferéncias baseadas nos testes t, Student, e F,
Snedecor (SOUZA, 2005), frequentemente utilizadas nas estatisticas deste estudo.

Essa suposi¢cédo de normalidade para os dados amostrais de referéncia deste
trabalho, condicdo exigida para regressdo multivariada por minimos quadrados
parciais (RPLS), foi comprovada estatisticamente através do teste de Ryan Joiner.
O grafico de frequéncia (Figura 23), resultante da andlise das faixas das

concentracbes (Tabela 17) para os dados de calibracdo, ndo apresentou uma
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representacdo simétrica gaussiana, entretanto, a literatura refor¢ca que dados que

apresentam distribuicdo normal podem aparentar uma assimetria.

Tabela 17. Faixas de concentracdes do set de

calibracéo
Faixa (8 grupos) Frequéncia
0,039-0,042 5
0,042-0,045 20
0,045-0,048 22
0,048-0,051 19
0,051-0,054 18
0,054-0,056 6
0,056-0,059 5
0,059-0,062 4

Figura 23. Histograma da distribuicdo das amostras

do set de calibragéo
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A partir das premissas Hp (0 conjunto provém de uma populagdo com

distribuicdo normal) e H; (o conjunto ndo provém de uma populacdo com distribuicdo

normal), o0 método de Ryan-Joiner (Tabela 18) foi aplicado para testar a distribuicao

normal dos dados de calibragéo. Utilizando o nivel de confianga a= 0,05 para um

n=99, resultou em Req (0,9880) maior que o Rcrit (0,9833), dessa forma, nao

rejeitamos Hp em um nivel de significancia de 5%, ou seja, ndo rejeitamos que a

amostra provém de uma populacdo com distribuicdo normal. Essa hipétese confere

com a preocupacao inicial deste estudo, no momento da amostragem das 500

frascos destinados & modelagem.
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Tabela 18. Coeficientes calculados pelo teste de Ryan Joiner para
normalidade dos dados da regresséo.

n 99 Seq 0,4990
gmed 3,589E-17 See 0,002660
€med 0,04876 Sqq 95,88
Reg= 0,9880 Recrit (ae: 0,05) = 0,9833

n, nimero amostral, Seq, See, Sqq, gmed, emed, coeficientes de calculos;
Req, coeficiente de correlacdo entre eie qi; Rerit, coeficiente de correlacédo
de Ryan Joiner critico.

4.1.6 Modelagem (avaliacdes dos métodos de calibracdo, parametros de pré-

tratamentos e variaveis latentes).

A qualidade do ajuste de previsdo de um modelo multivariado, geralmente &
avaliada de acordo com os baixos valores de RMSEC (amostras de calibracéo) e
RMSEP (validacdo externa), com o0s seus altos coeficientes de correlacdo (R),
respectivamente. A unidade dos erros é a mesma da propriedade de interesse deste
estudo (mg/dose de nitrogénio proteico) e assim permitiu uma avaliacdo do erro
médio associado a previsdo. Na tabela 19, os valores de RMSEC (amostras de
calibracdo) e RMSEP (validacdo externa) mais baixos, aparecem para os modelos
PLS/MSC/CM (1 variavel Ilatente), PLS/SNV/CM, MRL/MSC/CM (1 fator),
PCR/SNV/CM. As amostras encontram-se todas préximas a reta de correlacdo e os
valores dos coeficientes de correlagéo para a calibracdo e a validacao foram os mais
altos, indicando a melhor concordancia entre os valores esperados (obtidos pelo
método de referéncia) e aqueles previstos pelos modelos e tratamentos avaliados.
Por outro lado, o maior percentual de amostras com exatiddo, no intervalo de 95 a
105%, conforme preconiza os parametros tabelados para a avaliacdo da exatidao,
foram encontrados para o modelo PLS, justificando sua escolha.

Os altos valores para RMSEP e RMSEC, assim como o baixo valor de
amostras recuperadas para os tratamentos com as derivadas, sdo atribuidos a maior
concentracdo do ruido, nas regides propostas pela literatura (5000-4545, 7143-6250
e 9091-9999 cm™) referentes aos estiramentos N-H, que provavelmente
influenciaram no poder de previsdo do modelo. Sendo o método MSC e SNV, o0s
pré-tratamentos que foram mais satisfatorios para esse conjunto de dados, com

erros muito proximos, visto que os graficos correspondentes (Figura 24, Figura 25)



88

de correlacéo entre os valores de referéncia (kjeldahl) e os valores calculados pelos

modelos, apresentaram comportamentos similares.

Tabela 19. Modelos avaliados com 99 valores para calibracdo e 99 para a validagéo, utilizando as 3

regides sugeridas pela literatura.

Proporcéo de
amostras com

Modelos/ pré-tratamento RMSEC R(SEC) RMSEP R(SEP) exatidio entre
95 a 105%
PLS (1 VL) 0,00625 0,37420 0,00717 0,30640 0,52
PLS/CM (1 VL) 0,00394 0,64960 0,00528 0,54520 0,58
PLS/MSC (1 VL) 0,00515 0,51720 0,00607 0,36820 0,45
PLS/MSC/CM (1 VL) 0,00088 0,98550 0,00334 0,86570 0,90
PLS/SNV 0,00780 0,79500 0,00918 0,71350 0,40
PLS/SNV/CM 0,00090 0,98480 0,00332 0,86370 0,86
PLS/1DER/SG(5pontos/20rdem) 0,00451 0,79560 0,00566 0,76610 0,54
PLS/1DER/SG(5pontos/20rdem)/CM 0,00273 0,85000 0,00379 0,79300 0,72
PLS/2DER/SG(5pontos/20rdem) 0,00671 0,02590 0,00849 0,10400 0,39
PLS/2DER/SG(5pontos/20rdem)/CM 0,00317 0,79120 0,00655 0,00180 0,54
CLS 0,00627 0,36805 0,00711 0,30050 0,54
CLS /MSC 0,00520 0,5888 0,00603 0,44110 0,60
CLS/SNV 0,00642 0,60585 0,00769 0,56740 0,61
CLS/1DER/SG (5pontos/20rdem) 0,00397 0,76471 0,00488 0,74680 0,65
CLS/2DER/SG (5pontos/20rdem) 0,00538 0,11190 0,00614 0,11530 0,38
MRL(1 fator) 0,00164 0,95140 0,00372 0,84610 0,85
MRL/MSC(1 fator) 0,00084 0,98690 0,00337 0,86430 0,80
MRL/SNV 0,00062 0,99400 0,00353 0,85070 0,81
MRL/1DER/SG(5pontos/20rdem) 0,00209 0,91700 0,00404 0,78520 0,77
MRL/2DER/SG(5pontos/20rdem) 0,00369 0,70270  0,00533 0,50220 0,72
PCR(1CP) 0,00622 0,3688 0,00713 0,3011 0,55
PCR/CM 0,00468  0,4294  0,00578  0,3540 0,55
PCR/MSC 0,00517 0,5371 0,00609 0,3883 0,56
PCR /SNV/CM 0,00085 0,9865 0,00333 0,8630 0,82
PCR/1DER/SG(5pontos/20rdem)/CM 0,00307 0,8064 0,00392 0,7748 0,78
PCR/2DER/SG(5pontos/20rdem)/CM 0,00518 0,04208 0,0061 0,0644 0,15

RMSEC-raiz quadrada do Erro quadratico médio para valores de calibracdo (Root Means Squares Errors).
RMSEP-raiz quadrada do Erro quadratico médio de previsdo (Root Means Squares Errors of Prediction).
R(SEC)-coeficiente de correlagdo atribuida aos dados de calibracdo. R(SEP)-coeficiente de correlagdo
atribuida aos dados previstos. PCR - Principle Component Regression (Regressdo por componentes
principais). PLS - Partial Least Squares (Regressdo por minimos quadrados parciais). CLS-Classical Least
Squares (Quadrados Minimo Classicos). MLR - Multiple Linear Regression (Regressdo Linear Multipla).
CM-Mean centering (Método centrar na média). 2DER-Segunda derivada.1DER-Primeira derivada. SG -
Alisamento Savistsky-Golay. SNV- Variacdo de padrdo normal (Standard normal variate). MSC-

Multiplicative Scatter Correction (Correcdo Multiplicativa de Sinal).
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Figura 24. Representacao grafica( A) de correlacdo entre valores de referéncia e valores previstos
pelo modelo PLS.MSC.CM (1 fator) e (B) residuos dos valores previstos e valores de referéncia.
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Figura 25. Representacéo gréfica (A) de correlagédo entre valores de referéncia e valores previstos
pelo modelo PLS.SNV.CM (1 fator) e (B) residuos dos valores previstos e valores de referéncia.
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A tabela 20 apresenta a avaliacdo, quanto ao niumero adequado de variaveis
latentes (VL) para o modelo PLS. Um numero pequeno de fatores pode ndo ser
satisfatorio, ao passo que nem todas as informacdes, estdo sendo totalmente
exploradas pelo modelo. E quanto maior o nimero de fatores no modelo (variaveis
latentes para o modelo PLS), menor sera o desvio da reta de correlacao,
aumentando assim o coeficiente de correlacdo entre os valores de referéncia e os
previstos pelo modelo multivariado, como é observado na tabela 19. Porém, o
aumento demasiado e desnecessario de fatores, também aumenta o ruido e os
erros de modelagem, ocasionando uma super estimacdo dos dados de calibracao
(VIANA, 2008), comprometendo a validacdo, como € observado na reducdo dos
resultados de amostras recuperadas na validacao externa.

Para que um modelo seja eficiente, € necessario que ele descreva da melhor
forma possivel a situacao real (através dos dados de validacdo), levando-se em
conta 0 maior numero possivel de informacfes que sdo encontradas através dos
fatores contemplados. Entdo a determinacdo do numero apropriado de fatores a
serem utilizados, foi realizada pela andlise do RMSEP (erro na validacdo externa),
atraves do qual, o modelo mais apropriado foi alcancado para o método PLS (MSC e

CM), utilizando um namero minimo de VL (1 variavel latente utilizada), com menor
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valor de RMSEP (0,00334), associado ao maior valor de percentual (90%) de

amostras com exatiddo na faixa de recuperacgéo de 95 a 105% (Tabela 20).

Tabela 20. Avaliagdo do numero ideal de variaveis latentes (VL) para o modelo PLS.
Proporcéo de
amostras com

Modelos/pré-

RMSEC R(SEC) RMSEP R(SEP) RMSECV  R(SECV)

tratamentos exatiddo entre
95 a 105%
PLS /MSC/CM (1vL) 0,00088 0,9855 0,00334 0,8657 0,90 9,21E-04 0,9841
PLS /MSC/CM (2vL) 0,00087 0,9860 0,00332 0,8675 0,86 0,00093 0,9839
PLS /MSC/CM (5vL) 0,00077 0,9888 0,00334 0,8709 0,88 0,00106 0,9793
PLS /IMSC/CM (8VL) 2,26E-04 0,999 0,00348 0,8612 0,88 0,00107 0,9786
PLS /MSC/CM(10VL) 1,30E-04 0,9997 0,00351 0,8601 0,87 0,00109 0,9779

PLS /SNV/CM (1VL) 0,00090 0,9848 0,00332 0,8637 0,86 9,39E-04 0,9835
PLS /SNV/CM (2VL) 6,87E-04 0,9912 0,00342 0,8597 0,83 7,39E-04 0,9898
PLS /SNV/CM (5VL) 6,16E-04 0,9929 0,00354 0,8517 0,79 7,19E-04 0,9903
PLS /SNV/CM (8VL) 2,73E-04 0,9986 0,0036 0,8473 0,75 8,86E-04 0,9853

PLS /SNV/CM (10VL) 1,19E-04 0,9997 0,00365 0,8433 0,74 9,30E-04 0,9838
RMSEC-raiz quadrada do Erro quadratico médio para valores de calibracdo (Root Means Squares
Errors). RMSEP-raiz quadrada do Erro quadratico médio de previsdo (Root Means Squares Errors of
Prediction). RMSECV-raiz quadrada do Erro quadratico médio da validagcdo cruzada (Root Mean
Square Error of Cross Validation). R(SEC)-coeficiente de correlagdo atribuida aos dados de
calibracdo. R(SEP)-coeficiente de correlacdo atribuida aos dados previstos. R(SECV)-coeficiente de
correlacao atribuida aos dados de validagéo cruzada.

Outros parametros importantes, para a avaliacdo do numero ideal de VL, sédo
o RMSECV (validagéo cruzada) e o PRESS, utilizados nas publicacdes de Li e Qu
(2016) e Ferrédo et al (2004). Observa-se que o numero ideal foi alcangado para
menores valores de RMSECV (0,00092). E o PRESS (Figura 26) da validacao
interna aumenta com o aumento da complexidade exigida para o modelo, ou seja,
com o aumento do numero de variaveis latentes, no modelo PLS com tratamento
MSC (Tabela 21).

Para numeros de variaveis latentes entre 1 e 5, os erros da validagéo interna
diminuem drasticamente, e aumenta para VL superiores a 5 (Figura 27 e Tabela 22).
Esta tendéncia apresentada no PRESS de validacao interna, ndo é observada com
relacdo ao erro encontrado para esse tratamento (SNV) na validagdo externa
(RMSEP), apresentada anteriormente na Tabela 20. Assim, o PRESS e o RMSECV

sao mais expressivos que RMSEP para avaliar VL.



Figura 26. Representacao grafica para
modelo PLS.MSC.CM
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Tabela 21. Parametros estatisticos para
PLS.MSC.CM.

1,15E-03

1,10E-03

9,50E-04

9,00E-04
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1,20E04

1,10E04
g 1,00E-04
o

9,00E-05

8,00E-05

1

7,00E05 *

2 3 4 5 & 7 8 ] 10
Varidweis latentes(VL)

2 3 4 5 6 7 g 9 10
Variaveis latentes(VL)

VL PRESS RMSECV

1 8,00E-05 9,20E-04
2 9,00E-05 9,30E-04
3 9,00E-05 9,30E-04
4 1,00E-04 1,00E-03
5 1,10E-04 1,06E-03
6 1,20E-04 1,11E-03
7 1,10E-04 1,03E-03
8 1,10E-04 1,07E-03
9 1,20E-04 1,09E-03

10 1,20E-04 1,09E-03

PRESS-soma dos quadrados dos erros de
previsdo. VL-variavel latente. RMSECV-raiz
quadrada do Erro quadratico médio para na
validagéo cruzada.

Os valores de PRESS e RMSECV foram menores para o0 modelo PLS com

tratamento SNV a trés varidveis latentes, entretanto esse numero ideal (VL) deve ser

coerente a quantidade de espécies a serem determinadas neste estudo, sendo

apenas um componente (Nitrogénio proteico).

Figura 27. Representacao grafica para
modelo PLS.SNV.CM
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Tabela 22. Parametros estatisticos para
PLS.SNV.CM.

VL PRESS RMSECV
1 9,00E-05 9,40E-04
2 5,00E-05 7,40E-04
3 5,00E-05 7,10E-04
4 5,00E-05 7,20E-04
5 5,00E-05 7,20E-04
6 6,00E-05 7,50E-04
7 7,00E-05 8,40E-04
8 8,00E-05 8,90E-04
9 9,00E-05 9,50E-04

10 9,00E-05 9,30E-04

PRESS-soma dos quadrados dos erros de
previsdo. VL-variavel latente. RMSECV-
raiz quadrada do Erro quadratico médio
para na validacdo cruzada.

Os resultados baixos dos erros de validacdo interna com valores de VL

diferentes de 1, indicam que o modelo PLS com SNV pode estar considerando
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outros componentes na modelagem. Dessa forma o tratamento MSC viabiliza o
namero adequado de varidveis latentes contraposto aos dados estatisticos.

4.1.7 Otimizacao da regido de trabalho

A figura 28 representa uma pequena parte da matriz utilizada para o célculo
dos coeficientes de correlacdo (R), entre os valores de referéncia do Kjeldahl (set de
calibracdo) e os sinais de absorvancia para seus respectivos numeros de onda (cm’

Y, por sinais tratados com MSC.

Figura 28. Representacédo da matriz para célculo dos coeficientes de correlacéo.

A B C D E F G H I 1 K L M

nume|amostras de| Kjeldahl Nimero de onda (cm-1)

1 1o | calibragio | mg/dose 4001,569 4003,497 4005,426 4007,354 4009,282 4011,211 4013,139 4015,068 4016,996
78| 77 218 0, 3 0864223 0,863972 0,863627 0,862798 0,862645 0,86252 0,862097 0,861659 0,860995
79| 78 225 0,0444415 0,330954 §0,380931 0,880659 0,880226 0,879241 0,879006 0,878923 0,878548 0,878059 0,877341
80| 79 227 0,0429764 0,370487 f0,870353 0,870107 0,869723 0,868723 0,868508 0,868477 0,868066 0,86747 0,866718
81| 80 230 0,0507903 0,922982 §0,922929 0,922632 0,922326 0,921429 0,921087 0,920919 0,920348 0,919793 0,918905
82| 81 231 0,0493252 0,917644 §0,917685 0,917327 0,917047 0,916122 0,915755 (,915597 0,914911 0,914187 0,913593
83| 82 234 0,0454183 0,391985 0891772 0,891515 0,891365 0,890425 0,890015 0,389869 0,889443 0,388883 0,888143
84| 83 238 0,0468834 0,505353 [0,505824 0,305615 0,505324 0,504115 0,90398 0,303867 0,903256 0,302655 0,301509
85| 84 239 0,0566507 0,536372 0,986364 0,985918 0,985448 0,984349 0,984075 0,983634 0,982945 0,382408 0,981712
86| 85 244 0,0453066 0,330372 l0,830954 0,850704 0,830483 0,389696 0,889502 0,889184 0,888613 0,883183 0,887507
87| 86 248 0,0468834 0,500181 §0,300033 0,899819 0,899506 0,898555 0,898324 0,898028 0,897544 0,897136 0,896431
83| 87 249 0,0400462 0,361258 | 0,86117 0,860887 0,860479 0,85957 0,859463 0,859417 0,853056 0,858528 0,857977
89| g8 251 0,0507903 0,520356 §0,920299 0,920122 0,919824 0,918732 0,918364 0,918214 0,917794 0,917315 0,916584
50| 89 255 0,0429764 0,363952 0868824 0,868686 0,868341 0,867295 0,867118 0,866956 0,866427 0,866094 0,865547
91| g0 256 0,0586042 1,007719 | 1,00759 1,007112 1,006648 1,005244 1,004902 1,00474 1,004278 1,003415 1,002541
92| 91 259 0,0542089 0,975997 f0,976316 0,975937 0,975269 0,97407 0,973798 0,973424 0,972634 0,971832 0,971064
93| 92 260 0,0498136 0,923059 §0,923043 0,922757 0,922336 0,921259 0,92097 0,920771 0,520291 0,919525 0,918778
94| 93 261 0,0483485 0,912165 0,911878 0,911356 0,911116 0,910317 0,910049 0,909822 0,509228 0,908628 0,908047
55| 94 279 0,0488368 0,913435 0,913502 0,513247 0,912936 0,911943 0,911613 0,911317 0,510843 0,910334 0,909574
56| 95 381 0,0590926 1,0220% [h1,021716 1,02092 1,020531 1,018998 1,018937 1,018314 1,018009 1,016981 1,015833
57| 96 401 0,0390685 0,855528 l0,855493 0,85518 0,854324 0,854034 0,853868 0,853905 0,853467 0,852947 0,852296
58| 97 432 0,0537205 0,566473 0366507 0,966196 0,965761 0,964704 0,964295 0,963957 0,963444 0,362853 0,961882
39| g8 481 0,0429764 0,873655 §0,873491 0,873128 0,872854 0,871924 0,871652 0,871554 0,871234 0,870752 0,870092
100 99 508 0,0478601 0,511274 §0,911106 0,910786 0,910444 0,509299 0,903027 0,30885 0,908341 0,307832 0,906923
101 =

102 Coeficiente de correlagiio: " 0,98319 J0,983196 "0,983232 " 0,98331 "0,983458 "0,983371 "0,983336 "0,983366 0,983469 "0,983533

in2
Nas linhas estao dispostos os sinais (absorvancia), para cada nimero de onda (cm'l), organizados
na linha superior. Na coluna principal, estdo os respectivos valores de referéncia.

A representacdo grafica da figura 29, apresenta a divisdo das regides de
estudo, limitadas pela inversao de sinal dos coeficientes. O Grafico referente a figura

30, apresenta as regides delimitadas pela literatura (STUART, 2004).
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Figura 29. Correlacdo entre os coeficientes de correlacdo com nimeros de onda. Regides
delimitadas para estudo.

Coeficiente de correlacdo (R) X Numero de onda( cm-1)

Coeficiente de correlagédo(R)

Nimero de onda(cm-1)

Regides: A (3990-5184 cm™), B (5185-5616 cm™), C (5617-5928 cm™), D (5929-6129 cm™), E
(6130-6852 cm'l), F (6853-9999 cm'l), utilizando a modelo PLS/MSC/CM, 99 valores de
calibracdo e 99 valores de validacdo para uma variavel latente.

Figura 30. Regibes da literatura (STUART,2004) que representam estiramentos de NH.

Coeficiente de correlagdo (R) X Nimero de onda( cm-1)

i

Coeficientes de correlagao (R)

iA

AA BB

-15 Numero de onda cm-1

cc

Regides: AA(4545-5000 cm™), BB(6250-7143cm™), CC(9091-10000 cm™).

Ao analisar os resultados estatisticos dispostos na tabela 23, observa-se a
regido A (4000-5184 cm™), com erros (RMSEC e RMSEP) mais satisfatorios que os
resultantes das combinag¢des com as demais regides. Baddini et al (2010) enfatiza
que para a determinacdo do conteudo de proteina total, normalmente as bandas de
absorcdo relacionadas, sdo encontrados ao redor 4587cm™, e para seu estudo
concluiu a regido de trabalho em 4634-4527 cm™, para determinar proteina em
sorohiperimune. Lima, Poppi e Andrade (2008) utilizaram a regido em torno de
5053-6623 cm™ para determinar nitrogénio total em amostras de plantas. Cox et al
(2000) encontrou melhores resultados para a determinacdo de proteinas nos
nimeros de onda 4329, 4529 e 4675 cm™. Shenk et al (2008) ressalta que regides



94

em torno de 4398cm™ estdo relacionadas as ligacées C-N-C, referente as estruturas

proteicas. Esses estudos concordam com os melhores resultados de recuperacao

encontrados neste trabalho, para a regido A e AA (Tabelas 23 e 24).

Tabela 23. Parametros estatisticos para as regides limitadas pelos coeficientes de correlagao.

Proporcédo de amostras com

(Eieggu'faef) RMSEC  R(SEC) RMSEP ~ R(SEP)  exatiddo entre 95 a 105%
(validacao externa)

Todo o espectro  0,00089 0,9852 0,00334 0,8651 0,89
A 0,00088 0,9855 0,00330 0,8673 0,91
B 0,00232 0,8943 0,00386 0,7891 0,74
C 0,00280 0,8415 0,00433 0,7140 0,67
D 0,00284 0,8365 0,00383 0,8027 0,77
E 0,00345 0,7470 0,00536 0,5062 0,58
F 0,00096 0,9826 0,00340 0,8576 0,87
AB 8,79E-04  0,9855 0,00333 0,86730 0,91
AC 8,79E-04 0,9855 0,00333 0,86730 0,91
AD 8,79E-04  0,9855 0,00333 0,86740 0,91
AE 8,79E-04 0,9855 0,00333 0,86710 0,91
AF 8,89E-04 0,9852 0,00334 0,86530 0,90
BC 0,00177 0,9399 0,00370 0,8105 0,81
BD 2,27E-03  0,8986 0,00380 0,7974 0,77
BE 2,60E-03 0,8649 0,00432 0,7144 0,63
BF 9,61E-04 0,9827 0,00340 0,8575 0,87
CD 1,76E-03 0,9403 0,00365 0,8175 0,73
CE 2,99E-03 0,8171 0,00495 0,6041 0,71
CF 9,65E-04 0,9825 0,00340 0,8574 0,87
DE 3,04E-03  0,8097 0,00494 0,6023 0,75
DF 9,61E-04 0,9827 0,00340 0,8577 0,87
EF 9,69E-04 0,9824 0,00340 0,8568 0,87

RMSEC-raiz quadrada do Erro quadratico médio para valores de calibracdo (Root Means Squares

Errors). RMSEP-raiz quadrada do Erro quadratico médio de previsdo(Root Means Squares Errors

of Prediction). R(SEC)-coeficiente de correlacdo atribuida aos dados de calibragdo. R(SEp)-
coeficiente de correlagdo atribuida aos dados previstos. Regifes; A(3990-5184 cm'l), B(5185-5616
cm™), C(5617-5928 cm™), D(5929-6129 cm™), E(6130-6852 cm™), F(6853-9999 cm™), utilizando a

modelo PLS/MSC/CM.
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Explorando as combinacfes das regides A (Tabela 23), nota-se a influéncia
dessa regido frente as demais, quando analisadas isoladamente. Os coeficientes de
correlacdo negativos, observados nas regioes B, D e F, indicam contribuices de
grupos que influenciam fortemente no modelo de regresséo, e nessas regibes sao
encontradas combina¢des de O-H oriundas das bandas de adgua (STUART, 2004).

As regides sugeridas por STUART (2004) e utilizadas desde o inicio deste
estudo, apresentam combinacgdes e sobretons de estiramentos de O-H e N-H, talvez
relacionadas aos grupos dos excipientes, influenciando fortemente na previsdo do
modelo. Isso justifica em erros mais baixos e um percentual significativo de amostras
com exatiddo acima de 95%. Entretanto a regi&o A (4000-5184 cm™), proposta pelos
resultados correlacionados aos dados especificos deste estudo, e em concordancia
a regido AA (4545-5000cm™) inicialmente utilizada, evidencia a maior recuperacdo
de valores previstos. Essa observacdo fortalece que a fonte da variacdo esti

relacionada com o conteudo de proteina total, encontrada na regiao A.

Tabela 24. Pardmetros estatisticos para regides sugeridas pela literatura para estiramentos NH.
Proporcédo de amostras com

Regioes RMSEC  R(SEC) RMSEP  R(SEP) exatidao

(Figura 2) entre 95 a 105% (validacéo
externa)

Todo o espectro  0,00089 0,9852 0,00334 0,8651 0,89
AA 0,00088 0,9856 0,00333 0,8576 0,87
BB 0,00129 0,9684 0,00347 0,8433 0,81
CcC 0,00139 0,9631 0,00347 0,8520 0,81
AA E BB 0,00089 0,9853 0,00333 0,8655 0,90
AA E CC 0,00088 0,9854 0,00334 0,8661 0,88
CCEBB 0,00121 0,9727 0,00342 0,8566 0,82

RMSEC-raiz quadrada do Erro quadratico médio para valores de calibracdo (Root Means Squares
Errors). RMSEP-raiz quadrada do Erro quadratico médio de previsdo(Root Means Squares Errors
of Prediction). R(SEC)-coeficiente de correlacdo atribuida aos dados de calibracdo. R(SEP)-
coeficiente de correlacao atribuida aos dados previstos. Regides: AA(4545-5000 cm'l), BB(6250-
7143cm™), CC(9091-10000 cm™).

Os coeficientes de regressdo do modelo PLS, para a determinacdo de
nitrogénio proteico, sdo apresentados na figura 31. E possivel identificar as regiGes
espectrais que mais contribuiram para a predi¢cao do nitrogénio. Como era esperado,

os coeficientes mais significativos estdo a cerca de 4000 a 5000 cm™, compativeis
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as vibracbes ocasionadas por estiramentos das ligacdes N-H e coerentes aos
resultados apresentados para a regiao A.

Figura 31. Representagédo gréafica entre os coeficientes de regresséo do modelo PLS.CM e ndmero
de onda(cm™), calculados através do Unscrambler.
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4.2 VALIDACAO DO METODO DE CALIBRACAO MULTIVARIADA
4.2.1 Precisao
4.2.1.1 Repetibilidade

A tabela 25 apresenta os resultados obtidos em decaplicatas para as
amostras, em trés concentracdes diferentes (mg.dose™), sendo os célculos
baseados no desvio padrdo relativo. O método de calibragdo multivariado teve
comportamento nas suas previsdes, considerado repetitivo com um valor de
HorRat., menor que 2 (HORWITZ; ALBERT, 2006), e com desvio padrdo relativo
menor que 5% conforme exigéncia da resolucdo n°899 da Anvisa (2003). As
sugestdes da norma E1655-00 da ASTM (VALDERRAMA, 2005) foram atendidas,
para as condi¢es de repetibilidade, em um curto intervalo de tempo, com minimo de
trés amostras em concentracdes diferentes cobrindo a faixa utii do modelo de

calibracéo e seis replicatas para cada nivel de concentracéo.
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Tabela 25. Preciséo das leituras espectrais (no mesmo dia).

Frasco 571 (mg/dose) Frasco 573 (mg/dose) Frasco 581 (mg/dose)
1 0,04206 1 0,04707 1 0,06093
2 0,04208 2 0,04714 2 0,06099
3 0,04213 3 0,04655 3 0,06099
4 0,04212 4 0,04706 4 0,06081
S) 0,04217 S) 0,04709 S) 0,06043
6 0,04238 6 0,04701 6 0,06094
7 0,04258 7 0,04712 7 0,06093
8 0,04168 8 0,04639 8 0,06091
9 0,04278 9 0,04743 9 0,06055
10 0,04149 10 0,04649 10 0,06089
M(n=10) 0,042 0,047 0,061
S 3,81E-04 3,38E-04 1,93E-03
DPR rep.exp.(%) 0,90 0,72 0,32
Célculo do critério de aceitacdo por HorRat repetibilidade
FRASCO 571 573 581
DPR  Repro.tedrico(%) 4,68 4,68 4,68
DPR  rep.tesrico(%0) 3,12 3,12 3,12
Razdo de HorRat rep. cal. 0,29 0,23 0,10

s,desvio padréo; M, média aritmética; DPRyep exp.(%), desvio padréo relativo (em condi¢des de
repetibilidade); DPRRrepro.tesrico » desvio padrdo relativo em condi¢cbes de reprodutibilidade,

tedrico; DPRyep tesrico .desvio padréo relativo teérico (em condigdes de repetibilidade); HorRat rep ,
razdo de Horwitz (para repetibilidade). Critério considerado pela Anvisa (2003), para repetibilidade,

valores de DPR rep exp(%) menores que 5%; critério considerando a razéo de HorRatep., menor ou
igual a 2.

4.2.1.2 Precisao intermediaria

As condi¢cbes para a avaliagdo da precisdo intermediaria foram atendidas,
tanto para a norma E1655-00 da ASTM, quanto para a Resolu¢ao n°899 da ANVISA
(2003). Os critérios de aceitacdo foram satisfatorios, indicando preciséo

intermediaria adequada, conforme tabela 26.
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Tabela 26. Precisdo intermediaria.

Frasco 2 Frasco 3 Frasco 5
(mg/dose) (mg/dose) (mg/dose)
Datas M(n=3) D.P M(n=3) D.P M(n=3) D.P
04/08/15 0,05146 5,9E-05 0,04242 4,5E-05 0,04752 7,0E-05
05/08/15 0,05155 1,9E-04 0,04215 1,6E-04 0,04841 2,7E-04
06/08/15 0,05120 1,0E-03 0,04238 1,4E-04 0,04742 2,0E-05
07/08/15 0,05242 9,5E-05 0,04311 9,5E-05 0,04760 7,0E-05
08/08/15 0,05111 1,0E-04 0,04242 7,6E-05 0,04742 8,9E-05
09/08/15 0,05126 7,2E-05 0,04197 1,7E-04 0,04684 1,5E-05
M (n=6) 0,05150 0,04241 0,04753
s(n=6) 4,81E-04 3,87E-04 5,06E-04
DPR % (awvisyy 0,93 0,91 1,06
DPR % (nwmetroy 0,59 0,20 0,18
Célculos
Frasco 2 Frasco 3 Frasco 5
DPR rep.exp (%) 0,93 0,91 1,06
DPR Repro.tedrico(%) 4,68 4,68 4,68
DPR rep.tedrico(%) 3,12 3,12 3,12
Raz&o de HorRat 0,30 0,29 0,34

Critérios de aceitacao
Concentragdo em fra¢@o de massa considerada= 0,0035
Raz&do de HorRat <2
INMETRO (2011) DPR< 5,3%
ANVISA (2003) DPR< 5 %

s, desvio padréo; M, média; n, nimero de réplicas; DPRvisp), desvio padréo relativo, calculado por
sugestdes da Anvisa (2003); DPR(nmetro), desvio padréo relativo calculado pelas sugestdes
INMETRO (2011); DPRrepexp- (%), desvio padréo relativo (em condigbes de repetibilidade);
DPRRgepro.tesrico » desvio padréo relativo em condi¢cbes de reprodutibilidade, teérico; DPR  rep tesrico
,desvio padréo relativo tedrico (em condi¢bes de repetibilidade); HorRat., , razéo de Horwitz (para
repetibilidade). Critério considerado pela Anvisa (2003), valores de DPRepexp(%) menores que 5%;
critério considerando a razéo de HorRat,, , menor ou igual a 2.

4.2.2 Exatidao

A comprovacao da exatiddo foi elaborada na sec¢édo 4.6, como parametro de
avaliacdo e escolha entre a capacidade preditiva dos modelos de regressdao. Como
de praxe nos trabalhos analiticos com calibracdo multivariada (ADAMAPOULOQOS;
GOULA, 2004; QU et al., 2008; FILGUEIRAS et al., 2012; DE SOUZA et al., 2013;
ALVES; POPPI, 2016; GUEVELOU; ALLEN Jr, 2016; GUO; NI; KOKOT, 2016; LI et
al., 2016; LI; QU, 2016), a exatiddo € expressa através da raiz quadrada do erro
médio quadratico de previsdo (RMSEP, Root Mean Squares Error of Prediction)

conforme ja apresentado neste trabalho. De forma a visualizar a capacidade de
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previsao do modelo e contemplar as exigéncias da Resolugdo n° 899 (ANVISA,
2003), cada resultado do set de validagéo externa foi confrontada com os valores
previstos pela regressdo multivariada concluida (PLS com tratamento MSC e CM),
resultando em mais de 90% das amostras com exatiddo entre 95 e 105% (Tabela
27).

Tabela 27.Resultados (mg/dose) e percentual(%) de exatiddo para os valores da validacéo
externa.Sinalizado em vermelho as amostras que apresentaram valores inferiores a 95%.

Referéncia NIR % Referéncia NIR % Referéncia  NIR %
1 0,04239 0,04114 97 (34 0,04274 0,04448 104 |67 0,05274 0,0539 102
2 0,04395 0,04311 98 |35 0,05128 0,04958 97 |68 0,04786 0,04624 97
3 0,04188 0,04145 99 |36 0,06281 0,06192 99 |69 0,04809 0,04672 97
4 0,04346 0,04469 103 |37 0,04284 0,04388 102 |70 0,04798 0,04875 102
5 0,05034 0,04434 88 |38 0,04444 0,04234 95 |71 0,05542 0,0547 99
6 0,04084 0,04152 102 |39 0,05422 0,05631 104 |72 0,04542 0,04425 97
7 0,04649 0,04700 101 |40 0,04298 0,04388 102 |73 0,05493 0,0525 96
8 0,03907 0,04005 103 |41 0,05372 0,05341 99 (74 0,04711 0,04779 101
9 0,05665 0,05509 97 |42 0,05567 0,0545 98 |75 0,06177 0,06252 101
10 0,05786 0,05601 97 |43 0,04861 0,05074 104 |76 0,05542 0,05324 96
11 0,05011 0,04511 90 (44 0,04591 0,04671 102 |77 0,05395 0,05219 97
12 0,05177 0,05350 103 |45 0,04639 0,04304 93 (78 0,05733 0,06037 105
13 0,04737 0,04517 95 |46 0,04956 0,04662 94 |79 0,04937 0,05169 105
14 0,04546 0,04728 104 |47 0,04346 0,04399 101 |80 0,04446 0,04687 105
15 0,06274 0,06336 101 |48 0,04786 0,04716 99 |81 0,04335 0,04203 97
16 0,04786 0,04657 97 |49 0,04688 0,04227 90 ({82 0,04591 0,0445 97
17 0,06572 0,06889 105 |50 0,05421 0,05308 98 |83 0,04633 0,04477 97
18 0,04403 0,04263 97 |51 0,03907 0,04098 10584 0,04956 0,04975 100
19 0,05079 0,0496 98 |52 0,04177 0,0434 104 | 85 0,04503 0,04333 96
20 0,05688 0,05416 95 |53 0,0403 0,04141 103 |86 0,04523 0,04297 95
21 0,05639 0,05379 95 |54 0,05395 0,05239 97 |87 0,05726 0,05927 104
22 0,05233 0,04868 93 |55 0,04344 0,04479 103 |88 0,05616 0,05547 99
23 0,04379 0,04514 103 |56 0,04398 0,04587 104 |89 0,05372 0,05388 100
24 0,04744 0,04958 105 |57 0,05591 0,05467 98 |90 0,0453 0,04338 96
25 0,0503 0,05164 103 |58 0,05763 0,05954 103 |91 0,05637 0,05517 98
26 0,05226 0,05325 102 |59 0,05737 0,05211 91 (92 0,04249 0,04432 104
27 0,06835 0,06515 95 |60 0,04988 0,05224 105|93 0,04786 0,04914 103
28 0,05442 0,05186 95 |61 0,05298 0,05061 96 (94 0,05444 0,05338 98
29 0,04395 0,0423 96 |62 0,04786 0,04162 87 |95 0,05728 0,06017 105
30 0,04933 0,04946 100 |63 0,04177 0,04376 105 |96 0,04667 0,04612 99
31 0,04451 0,0447 100 |64 0,04493 0,04526 101 |97 0,05495 0,05235 95
32 0,05421 0,05474 101 |65 0,04884 0,04459 91 (98 0,04911 0,04748 97
33 0,04542 0,04601 101 [66 0,04621 0,04827 104 |99 0,05149 0,05234 102
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4.2.3 Robustez

Para a avaliacdo da variacdo da temperatura ambiente (Tabela 28), verificou-
se atraves da analise de variancia, ANOVA, entre todas as temperaturas
consideradas, que o valor de p—valor (0,0059) observado, nédo foi superior a 0,05,
indicando heterogeneidade entre as variancias, ou seja, que ao menos uma €
diferente das demais variancias. Dessa forma, foi necessaria a aplicacdo do teste F
(SNEDECOR; COCHRAN 1989) para cada variagdo em relacdo a temperatura de
trabalho, tomada como referéncia.

A heterocedasticidade somente foi identificada para a variacdo de
temperatura de 27°C, que apresentou varidncia ndo homogénea em relacdo a
amostra nas condi¢cdes normais (23°C), com a estatistica F¢y (14,94) maior que Fp
(3,18) para uma significancia a de 0,05, a um nivel de confianca de 95%. Para essa
variacdo foi aplicada a estatistica t com variancias amostrais ndo homogéneas
(Equacbes 28 e 29). O método nao foi considerado robusto para essa temperatura,

visto que a estatistica teacuiado fOI maior que tunelado, @ significancia a/2 de 0,025, para

um nivel de confianca de 95%, com 10 graus de liberdade (v=10,28), definidos pela
equacao 29.

Para as demais variac6es de temperatura, com a homoscedasticidade entre
as variancias comprovadas através dos valores de F, (Tabela 28), as médias foram
comparadas através do teste t para variancias homogéneas. O método foi
considerado robusto para as variagdo de 22°, 24° e 25°C, visto que a estatistica
teaicuiado (EQUacao 26) foi menor que twbelado, COM /2 de 0,025, para um nivel de

confianga de 95%, com 9 (n-1) graus de liberdade.
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Tabela 28.Avaliagcdo da temperatura ambiente.

Frasco 667
Temperatura 23°C (Ref.) 25°C 22°C 27°C 24°C
Datas 13.10.15 16.10.15 28.10.15 26.11.2016 07.01.2016
M(n=10) 0,04841 0,04824 0,04812 0,04729 0,04862
S 0,00037 0,00064 0,00047 0,00143 0,00055
s’ 1,37E-07 4,07E-07 2,21E-07 2,04E-06 3,02E-07
DPR(%) 0,76 1,32 0,98 3,02 1,13
tiab 2,26 2,26 2,23 2,26
teal 0,71 -0,97 2,39 -1,01
Fian 3,18 3,18 3,18 3,18
Feal 2,98 1,62 14,94 2,21
ANOVA F p-valor F critico
o :0,05 4,167 0,0059 2,579

Critérios de aceitacdo: 95% confianga, t.p=2,26 (n-1=9); t.n=2,23(v=10,2);ft,,=3,18;

t.a, €statistica t calculada; F, estatistica f calculada; t,, estatistica t tabelada; Ft,, estatistica f
tabelada, F , estatistica da andlise de varidncia; p - valor , probabilidade da estatistica calculada;
s,desvio padrdo; DPR, desvio padrdo relativo; M, média aritmética; n,nimero de réplicas;(n-1),
graus de liberdade para estatistica t (homocedastica); v,graus de liberdade para estatistica t
(heterocedastica). s%, variancia.

Para a avaliacdo da variacdo do tempo antes da leitura (Tabela 29), pds
degelo, verificou-se através da analise de variancia, ANOVA, entre todo os tempos
considerados, que o valor de p-valor (0,43) observado, foi superior a 0,05,
indicando homogeneidade entre as variancias. Dessa forma, as médias foram
comparadas através do teste t para variancias homogeneas (Equacdes 26 e 27). O
método foi considerado robusto para todos os tempos avaliados (Tabela 29), visto
gque a estatistica teaicuiado (Equacdo 26) foi menor que tiaveiado, COm o/2 de 0,025, para

um nivel de confianga de 95%, com 9(n-1) graus de liberdade.

Tabela 29. Avaliagdo do tempo de leitura a partir do degelo (mesmo dia).

Frasco 695
(;%fm)m 1 min 15 min lhoras 2horas 4horas 6horas

M(n=10) 0,04516 0,04486 0,04507 0,04506 0,04519 0,04521 0,04520

S 0,00035 0,00040 0,00048 0,00030 0,00033 0,00044 0,00039

52 1,23E-07 1,60E-07 2,30E-07 9,20E-08 1,08E-07 1,90E-07 1,55E-07
DPR(%) 0,78 0,89 1,06 0,67 0,73 0,97 0,87

teal 1,84 0,81 0,73 -0,19 -0,25 -0,27
ANOVA F p-valor F critico
a:0,05 1,005 0,430 2,246

Critérios de aceitagdo: 95% confianca, t,,=2,26(n-1=9); t.,, estatistica t calculada; t.,, estatistica t
tabelada; F , estatistica da andlise de variancia; p - valor , probabilidade da estatistica calculada;
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DPR, desvio padrio relativo; s, desvio padrdo; M, média aritmética; n, nimero de réplicas. s ?,
variancia.

Para a avaliacdo da troca de lampada, verificou-se através da andlise de
variancia, ANOVA, para cada amostra, que os valores de p—valor observados foram
superior a 0,05, indicando homogeneidade entre as variancias. Dessa forma, as
médias foram comparadas através do teste t para variancias homogéneas
(Equacdes 26 e 27). O método foi considerado robusto quanto a troca deste

acessorio instrumental (Tabela 30), visto que a estatistica teacuado (EQuacao 26) foi
menor que tunelado @ UMa significAncia o/2 de 0,025, para um nivel de confianca de

95%, com 9 (n-1) graus de liberdade.

Tabela 30. Avaliagcdo apds a troca de lampada.

Frasco 2 Frasco 3 Frasco 5
02/02/16 13/04/16  02/02/16  13/04/16  02/02/16 13/04/16
antes depois antes depois antes depois
M(n=10) 0,05241 0,05231  0,04245  0,04238 0,04742 0,04707
s 0,00011 0,00017  0,00017  0,00020  0,00032 0,00049
s 1,19E-08  3,06E-08 2,77E-08 4,15E-08  1,01E-07 2,44E-07
DPR(%) 0,21 0,33 0,39 0,48 0,67 1,05
teal 1,93 0,70 1,56
p- valor-(ANOVA) 0,1500 0,4113 0,0784
Fcal (ANOVA) 2,262 0,708 3,483
F critico (ANOVA) 4,414 4,414 4,414

Critérios de aceitagdo: 95% confianca, t,,=2,26(n-1=9); t., estatistica t calculada; t,, estatistica t
tabelada; F , estatistica da analise de variancia; p - valor , probabilidade da estatistica calculada; s
,desvio padrdo; M, média;n, nimero de réplicas; s2, variancia.

Para a avaliacdo da variacdo da posicdo do frasco em relagdo a um
referencial (Tabela 31), verificou-se através da analise de variancia, ANOVA, gque 0s
valores de p-valor observados, foram superior a 0,05, indicando homogeneidade
entre as variancias para os frascos avaliados. Dessa forma, as médias foram
comparadas atraves do teste t para variancias homogéneas (Equacoes 26 e 27). O

meétodo foi considerado robusto quanto a variacao da posicao de leitura do frasco da

amostra, visto que a estatistica teaicuado (EQUacéo 26) foi menor que tiabeiaso, COM o/2 de
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0,025, para um nivel de confianca de 95%, com 9 graus de liberdade. A avaliacdo
para mais de um frasco, sugere que a diferenca entre os materiais dos frascos,

possivelmente ndo contribuem para alteracfes significativas, nos valores previstos

pelo método, ao se variar a posicéo do frasco.

Tabela 31. Avaliacdo da variacdo da posicéo do frasco.
Frasco 640
1 (Ref.) 2 (90°) 3(180°) 4(360°)
M(n=10) 0,04430 0,04431 0,04429 0,04431
S 0,00009 0,00012 0,00010 0,00012
s? 8,87E-09 1,43E-08 9,88E-09 1,52E-08
DPR(%) 0,21 0,27 0,22 0,28
teal -0,24 0,28 -0,31
ANOVA F p-valor F critico
0,0789 0,971 2,90
Frasco 642
1 (Ref.) 2 (90°) 3(180°) 4(360°)
M(n=10) 0,04484 0,04485 0,04483 0,04482
S 0,00010 0,00013 0,00012 0,00033
s? 1,09E-08 1,79E-08 1,37E-08 1,10E-07
DPR(%) 0,23 0,30 0,26 0,74
teal -0,23 0,37 0,13
ANOVA F p-valor F critico
0,0453 0,987 2,90
Frasco 646
1 (Ref.) 2 (90°) 3(180°) 4(360°)
M(n=10) 0,04254 0,04268 0,04260 0,04257
S 0,00017 0,00019 0,00013 0,00018
s? 2,94E-08 3,43E-08 1,57E-08 3,30E-08
DPR(%) 0,40 0,43 0,29 0,43
teal -1,77 -0,89 -0,33
ANOVA F p-valor F critico
1,105 0,362 2,90
Critérios de aceitac@o: 95% confianga, t,,=2,26(n-1=9); t., estatistica t calculada; ti, estatistica t

tabelada; F , estatistica da andlise de variancia; p - valor , probabilidade da estatistica calculada; s,
desvio padrdo;M, média; n, nimero de réplicas; s> variancia

4.2.4 Teste de erros sistematicos no modelo — viés (bias)

O viés (bias) foi calculado apenas com base nas amostras de validacao,

conforme a tabela 32. Com o valores de bias e SDV apresentados, um valor de tpjas

= 1,9798 foi estimado para o modelo, o que esta abaixo do tgiico de 1,9870 com 99
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graus de liberdade e no nivel de confianca de 95%. Ou seja, através dos calculos

utilizados, ndo possivel comprovar a existéncia de erros sistematicos incluidos no

modelo, desse modo, o bias pode ser considerado insignificante e desprezado.

Tabela 32. Resultados para erros sistematicos no modelo de calibracao.
bias -0,0004470 t bias 1,9798

SDV 0,002246 t crit (N=99) 1,9870
bias, erro sistematico; SDV, desvio padréo para a validacdo; t i, estatistica t student
calculado; t o (n=99), estatistica t student tabelada, para n graus de liberdade.

4.2.5 Recuperacao

E importante considerar, como a eficiéncia preditiva da calibragdo varia em

funcdo de alteracbes das concentracdes, tanto dos excipientes quanto do analito. Na

maioria dos casos, a dispersdo dos resultados aumenta com a diminuicdo da

concentracdo e a recuperacdo pode ser diferente quando sdo adicionadas altas ou

baixas concentracdes. Por esse motivo, a recuperacdo foi avaliada dentro da faixa

de concentracdo esperada para o componente de interesse (de 0,2% a 0,35%)

inferindo uma faixa de recuperacéo de 95 a 105% (Tabela 33).

Tabela 33. Avaliagéo para incremento de 0,02 mg.dose™ em nitrogénio proteico através de
solucdo padrdo de ovoalbumina.

Concentractes Concentracoes
(mg/dose) (mg/dose)
originais reliofilizadas
Concentragao
M(n=3) S M(n=3) S Dif esperada Rec.(%)

526  0,05079 1,34E-04 0,07190 7,37E-05 0,021 0,07079 101,6
529 0,05098 1,76E-04 0,07323 6,43E-05 0,022 0,07098 103,2
533 0,04425 1,23E-04 0,06357 1,17E-04 0,019 0,06425 98,9
534 0,05360 1,35E-04 0,07504 3,46E-05 0,021 0,07360 102,0
535 0,04316 1,88E-04 0,06401 1,48E-04 0,021 0,06316 101,4
536 0,04122 1,34E-04 0,06023 1,89E-04 0,019 0,06122 98,4
537 0,04421 1,67E-04 0,06508 2,10E-04 0,021 0,06421 101,4
538 0,04277  2,16E-04 0,06189 1,56E-04 0,019 0,06277 98,6

M, média aritmética; n, replicatas; s, desvio padrédo; Dif., diferenca entre a concentragéo original e a

concentracao final pds reliofilizagao; Rec., recuperagéo.

A recuperacdo alcancada para valores de incremento de 0,02 mg/dose em

nitrogénio proteico, com adicdo do padrdo de ovoalbumina as amostras, todas

apresentaram percentuais entre 95 a 105% (Tabela 34). Diferentemente, do
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incremento de 0,0lmg/dose em nitrogénio proteico através do padrdo de
ovoalbumina, com recuperacdes ndo tdo satisfatérias, fora da faixa de aceitacao
(Tabela 34). Esse resultado pode inferir que incrementos proximos ao desvio padrao

das leituras, ndo apresentam substancialmente recuperacdes aceitaveis.

Tabela 34.Teste para incremento de 0,01mg.dose™ em nitrogénio proteico através de solucdo
padrao de ovoalbumina.

Concentragoes Concentragbes
(mg/dose) (mg/dose)
originais reliofilizadas
Concentracao
M(n=3) S M(n=3) S Dif esperada Rec.(%)
671 0,05277 1,88E-04 0,05827 1,14E-04 0,0075 0,06277 92,8
672 0,04021 1,26E-04 0,04561 1,65E-04  0,0054 0,05021 90,8
673 0,04645 1,46E-04 0,04414 1,47E-04 0,0023 0,05645 78,2
674 0,04213 2,00E-04 0,04539 1,35E-04  0,0033 0,05213 87,1
675 0,04432 1,32E-04 0,04139 1,60E-04  0,0029 0,05432 76,2
676 0,06011 1,97E-04 0,05739 1,78E-04  0,0027 0,07011 81,9
677 0,05521 1,47E-04 0,05739 1,81E-04  0,0022 0,06521 88,0

M, média aritmética; n, replicatas; s, desvio padrdo; Dif., diferenca entre a concentracdo
original e a concentracao final pos reliofilizacdo; Rec., recuperacéo.

4.2.6 Avaliacao da influéncia espectral dos excipientes da matriz

Conforme argumentado anteriormente, a importancia da verificacdo da
eficiéncia preditiva da calibracdo em funcéo de alteracdes das concentragdes, foram
avaliados os incrementos de concentracdes para cada excipiente da matriz vacinal.
Para nenhum dos excipientes avaliados, foram obtidas as recuperagcdes esperadas
(Tabelas 35 e 36). Esse resultado estd coerente as substancias que néao
apresentaram concentracdes de nitrogénio proteico, quando suas solu¢des foram
analisadas pelo método Kjeldahl, mesmo aos compostos que apresentam ligacdes
de nitrogénio em suas formulas estruturais. Comprovando que para a concentracao
analisada, nédo foi observada influéncia na resposta espectral, associada a variagcédo

dos componentes da matriz.



Tabela 35. Teste de recuperacédo com incremento de 0,02 mg.dose™ em nitrogénio presente
na composicado dos excipientes.

Concentragao
(mg/dose)/M(n=3) Concentragao
Originais Reliofilizadas Dif. esperada Rec. (%)
CANAMICINA
630 0,05481 0,05399 0,00082 0,07481 4,1
631 0,05252 0,05235 0,00017 0,07252 0,8
632 0,05027 0,05230 -0,00203 0,07027 10,2
633 0,04726 0,04731 -0,00005 0,06726 0,3
634 0,05954 0,04940 0,01014 0,07954 50,7
635 0,04643 0,04682 -0,00039 0,06643 2,0
637 0,04825 0,05261 -0,00436 0,06825 21,8
638 0,04283 0,04358 -0,00075 0,06283 3,7
ERITROMICINA
620 0,05311 0,05125 0,00186 0,07311 9,3
621 0,05454 0,04633 0,00821 0,07454 41,0
622 0,04977 0,04761 0,00216 0,06977 10,8
623 0,04386 0,04632 -0,00246 0,06386 12,3
624 0,04195 0,05526 -0,01331 0,06195 66,6
625 0,05234 0,05021 0,00213 0,07234 10,7
626 0,05167 0,05500 -0,00333 0,07167 16,7
629 0,04907 0,04901 0,00006 0,06907 0,3
GLUTAMATO
594 0,05576 0,05924 -0,00348 0,07576 17,4
596 0,04322 0,04242 0,00080 0,06322 4,0
597 0,04871 0,04305 0,00566 0,06871 28,3
598 0,04690 0,04505 0,00185 0,06690 9,2
599 0,06147 0,05966 0,00181 0,08147 9,1
600 0,04052 0,04619 -0,00567 0,06052 28,4
601 0,06277 0,06401 -0,00124 0,08277 6,2
602 0,04448 0,05033 -0,00585 0,06448 29,3

M, média aritmética; n, replicatas; Dif., diferenca entre a concentragdo original e a

concentracao final pos reliofilizacéo; Rec.,recuperacéo.
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Tabela 36. Teste de recuperacdo com incremento de 0,02 mg.dose™ em nitrogénio

presente na composi¢cao dos excipientes.

Concentragéo
(mg.dose™)/M(n=3) Concentrago
Originais _Reliofilizadas  Dif. esperada Rec. (%)

GELATINA
512 0,04400 0,04847 -0,00447 0,06400 22,4
515 0,05302 0,04946 0,00356 0,07302 17,8
516 0,04652 0,04614 0,00038 0,06652 1,9
517 0,05554 0,05268 0,00286 0,07554 14,3
518 0,04666 0,04329 0,00337 0,06666 16,9
520 0,04212 0,04857 -0,00645 0,06212 32,2
522 0,04551 0,04027 0,00524 0,06551 26,2
524 0,04069 0,04195 -0,00126 0,06069 6,3

SACAROSE
610 0,05143 0,05117 0,00026 0,07143 1,3
612 0,05925 0,06394 -0,00469 0,07925 23,5
613 0,04985 0,04914 0,00071 0,06985 3,6
614 0,05606 0,05421 0,00185 0,07606 9,2
616 0,04150 0,05699 -0,01549 0,06150 77,4
617 0,05026 0,05794 -0,00768 0,07026 38,4
618 0,04573 0,05373 -0,00800 0,06573 40,0
619 0,05102 0,04829 0,00273 0,07102 13,7

SORBITOL
590 0,04815 0,05784 -0,00969 0,06815 48,5
591 0,04815 0,04769 0,00046 0,06815 2,3
592 0,04416 0,05259 -0,00843 0,06416 42,1
593 0,04272 0,05279 -0,01007 0,06272 50,4
606 0,04772 0,04095 0,00677 0,06772 33,8
607 0,04363 0,04594 -0,00231 0,06363 11,6
608 0,04399 0,04418 -0,00019 0,06399 0,9
609 0,05071 0,05696 -0,00625 0,07071 31,3

AGUA WFI
540 0,06119 0,05952 -0,00167 0,08119 8,3
541 0,04064 0,04554 0,00490 0,06064 24,5
542 0,04995 0,04076 -0,00919 0,06995 46,0
543 0,04848 0,04352 -0,00496 0,06848 24,8
544 0,04687 0,04911 0,00224 0,06687 11,2
545 0,04598 0,05062 0,00464 0,06598 23,2
546 0,05951 0,05706 -0,00245 0,07951 12,2
547 0,04629 0,05218 0,00589 0,06629 29,5

M, média aritmética; n, replicatas; Dif., diferenca entre a concentragdo original e a

concentracao final pds reliofilizagdo; Rec., recuperagéo.
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4.3 OUTRAS AVALIACOES

4.3.1 Precisao (inter meses)

108

Embora n&o esteja no procedimento exigido pelos 6rgdos considerados neste

trabalho, foi avaliado durante todos os meses de estudo, a variagcdo da aquisicdo

espectral das amostras controles (Tabela 37).

Tabela 37. Precisdo das amostras controles durante os meses e dias de estudo.

Frasco 2 Frasco 3 Frasco 5
(mg.dose™) (mg.dose™) (mg.dose™)

Datas M(n=3) s(n=3) M(n=3) s(n=3) M(n=3) s(n=3)
04/08/15 0,05146 5,9E-05 0,04242 4,5E-05 0,04752 7,0E-05
05/08/15 0,05155 1,9E-04 0,04215 1,6E-04 0,04841 2,7E-04
06/08/15 0,05120 1,0E-03 0,04238 1,4E-04 0,04742 2,0E-05
07/08/15 0,05242 9,5E-05 0,04311 9,5E-05 0,04760 7,0E-05
08/08/15 0,05111 1,0E-04 0,04242 7,6E-05 0,04742 8,9E-05
09/08/15 0,05126 7,2E-05 0,04197 1,7E-04 0,04684 1,5E-05
12/08/15 0,05238 2,5E-04 0,04268 1,5E-04 0,04717 1,4E-04
14/08/15 0,05221 2,3E-04 0,04335 1,8E-04 0,04757 3,0E-04
18/08/15 0,05232 1,1E-04 0,04171 1,5E-04 0,04864 1,6E-04
19/08/15 0,05314 4,6E-05 0,04241 4,2E-04 0,04752 2,6E-04
31/08/15 0,05135 1,0E-04 0,04246 1,6E-04 0,04822 1,1E-04
16/09/15 0,05017 4,6E-05 0,04225 4,4E-05 0,04757 2,4E-04
18/09/15 0,04967 7,8E-04 0,04235 5,9E-05 0,04710 6,2E-05
28/10/15 0,05237 1,4E-04 0,04223 1,9E-04 0,04785 2,8E-04
23/11/15 0,04853 1,4E-03 0,04260 2,8E-04 0,04842 1,5E-04
07/01/16 0,05160 1,3E-03 0,04173 4,5E-05 0,04728 2,5E-04
02/02/16 0,05245 5,8E-05 0,04253 1,8E-04 0,04755 1,8E-04
13/04/16 0,05229 2,5E-04 0,04222 2,1E-05 0,04686 3,8E-05
M (n=18) 0,05153 0,04239 0,04761

s(n=18) 1,1E-03 4,1E-04 5,2E-04

DPR (%) 2,21 0,96 1,09

Célculo do critério de aceita¢éo por HorRat
Frasco 2 Frasco 3 Frasco 5

DPR  precexp (%0) 2,21 0,96 1,09
DPR  Repro.tesrico(%0) 4,68 4,68 4,68
DPR  prec tesrico(%0) 3,12 3,12 3,12
Razéo de HorRatyre. 0,71 0,31 0,35

Concentracdo em fracdo de massa considerada= 0,0035; Raz&o de HorRat :<2

Critérios de aceitacéo

s,desvio padrdo; M, média; DPR, desvio padréo relativo simples; DPR jrcex.(%) , desvio padréo relativo,

DPRgepro.tesrico » d€SVio padréo relativo em condigbes de reprodutibilidade, teérico; DPR

prec.teérico ,desvio padréo

relativo tedrico (em condigbes de repetibilidade); HorRat,., razdo de Horwitz (para preciséo). Critério
considerando a razéo de HorRat,.., menor ou igual a 2.
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A razdo de HorRat calculada para todas as amostras avaliadas, foram
menores que 2, demonstrando precisdo adequada, indicando confiabilidade em
todas as aquisicfes espectrais que foram realizadas nas datas apresentadas na
tabela 37.

4.3.2 Avaliagéo da previsao do modelo com lotes de rotina

A estatistica F do teste foi calculada através da Equacdo 25, para o valor
previsto (NIR) de cada lote produzido em 2016, em relacdo ao respectivo valor
fornecido pelo método de referéncia (KJ), conforme tabela 38. A heterocedasticidade
entre as variancias foi observada para todos os lotes avaliados, com a estatistica
Fca maior que Fyp (19,0) para uma significancia a de 0,05, a um nivel de confianga de
95%. Dessa forma, foi aplicada a estatistica t para variancias amostrais néo
homogéneas (Equacdes 28 e 29). A estatistica teacuado fOi menor que t telado para
todos os lotes, com o/2 de 0,025, para um nivel de confianca de 95%. Essa
comparacao indica estatisticamente que a capacidade preditiva para a calibracéo
multivariada em questao, diante de diferentes lotes e diferentes analistas, conforme

proposta de rotina de andlise, esta adequada para o que se propos.
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Tabela 38. Previsdo de lotes de rotina produzidos em 2016.

1° Analista  2° Analista

Lotes
NIR KJ Fa  Flo  ta e GLc
VFCll\A(%‘ig)ose'l) 0,048 0,052 87,26 190 -252 4303 2,05
Variancia 1,04E-07  9,08E-06
VFCZN%%S)OSGJ) 0,047 0,040 22944 190 255 4303 2,02
Variancia 1,10E-07  2,52E-05
VFC3 M(f(f:igfse'l) 0,042 0,041 185,61 190 0,39 4,303 2,02
Variancia 1,96E-07  3,63E-05
VFC4 M(f(f:]%gfse'l) 0,043 0,044 144,39 19,0 -1,18 4,303 2,03
Variancia 2,26E-08  3,27E-06
VFC5M("(‘:1%2)°56'1) 0,042 0043 11681 190 -072 4,303 2,03
Variancia 9,40E-08  1,10E-05
VFC6 M(r(';]%g)ose'l) 0,044 0,044 59,12 19,0 -0,29 4,303 2,07
Variancia 1,07E-07 6,30E-06
VFC7M(f(';]£ig)Ose’l) 0,039 0,041 7127 190 -1,87 4,303 2,06
Variancia 4,09E-08  2,91E-06
VFCBNI(r(';]%g)C’Sél) 0,039 0040 2551 190 -084 4,303 216
Variancia 569E-08  1,45E-06
VFCQM(r(T:]gig)ose'l) 0,044 0048 3384 190 -304 4303 212
Variancia 1,19E-07  4,03E-06
VFClﬁA((rr?zg-g‘;ose-l) 0,052 0057 27498 190 -135 4303 201
Variancia 1,80E-07  4,94E-05

VFC, vacina de febre amarela 10 doses; t.,, estatistica t calculada; ty,, estatistica t tabelada; Fcy ,
estatistica calculada da analise de variancia; F., , estatistica tabelada da analise de variancia;
M, média aritmética; n, nimero de réplicas; GLc,graus de liberdade combinado.

4.4 ESTIMATIVA DA INCERTEZA DA CALIBRACAO MULTIVARIADA

4.4.1 Estimativa da incerteza dos resultados do método de referéncia

O procedimento da estimativa da incerteza depende do conhecimento
detalhado da técnica analitica, ou seja, da natureza da medicdo e seus pontos

criticos. Dessa forma, foi compreendido nos estudos apresentados anteriormente, o
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quanto é importante a confiabilidade dos dados de referéncia e como eles afetam
fortemente a previsdo do modelo multivariado. Assim, o primeiro passo foi a
identificacdo das fontes de incerteza da metodologia analitica, empregada para
fornecer os valores de referéncia, que estdo compreendidos na etapa de fatoracao
do &cido e na etapa de titulacdo da amostra (Tabelas 39 e 40).

Para a fatoracé@o do &cido, foi considerada como fonte de incerteza do tipo A,
a grandeza proveniente de uma série de repeticdes do procedimento de titulacéo,
fornecendo assim, um desvio padréo experimental da média (S). Aquelas associadas
aos materiais de medicdo, por dispensarem a andlise estatistica de observacdes
repetidas, foram consideradas fontes do tipo B, tais como a pureza do padrdo
primario, a balanca e a bureta de vidro (Tabela 39). Todas as grandezas dessas
componentes foram importadas dos certificados de calibracdo ou do fabricante. No
mesmo fundamento, as componentes da incerteza foram determinadas, para a
etapa da titulacdo das amostras (Tabela 40). A resolucdo dos instrumentos de
medicao, tais como balanca e bureta, foi incluida ao calculo da incerteza padréao

combinada por inferir divida na leitura da medic&o.

Tabela 39. Fontes de incerteza da fatoragédo do acido.
Repetitividade da titulagdo = s/raiz(n)

Usa s = desvio padrdo amostral entre os resultados de fator
n = repeticbes

Usp Pureza néo corrigida do padrao primario (certificado)

Uz Incerteza da balanca (certificado de calibrag&o)

Usp Erro ndo corrigido da balanca (certificado de calibragéo)

Ugp Resolucao da balanca (certificado de calibragéo)

Usp Incerteza da bureta de vidro de 25 mL (certificado de calibracéo)

Ush Resolucéo da bureta (certificado de calibracéo)

Uz Erro ndo corrigido da bureta (certificado de calibragéo)

Uc Incerteza padrdo combinada

uf Incerteza padrdo expandida (do fator da solu¢éo do &cido)

Uy, incerteza padrao tipo A, uy, incerteza padrao tipo B.



112

Tabela 40. Fontes de incerteza da titulagdo da amostra, apos destilagao.

Repetitividade atribuida ao laboratério = s/raiz(n)
Ua s = desvio padrdo amostral entre as replicatas

Incerteza do fator da solugédo do acido titulante

Uip
Uop Incerteza da micropipeta de 5mL(Certificado de calibragéo)
Usp Erro ndo corrigido da micropipeta de 5mL (Certificado de calibracdo)
U 4p Resolucao da micropipeta de 5mL (Certificado de calibracéo)
Usp Incerteza da micropipeta de 1mL (Certificado de calibracdo)
Ugp Erro ndo corrigido da micropipeta de 1mL (Certificado de calibracdo)
U7 Resolucado da micropipeta de 1mL (Certificado de calibracéo)
U Incerteza da bureta (do volume gasto na titulagdo da amostra)
8b certificado de calibragéo
Resolugdo da bureta (do volume gasto na titulacdo da amostra)
Ugp - . ~
Certificado de calibracéo
U Incerteza da bureta (do volume gasto na titulacdo do branco)
10b Certificado de calibracao
U Resolucao da bureta (do volume gasto na titulacdo do branco)
11b Certificado de calibragéo
Uc Incerteza padrdo combinada
U, Incerteza padréo expandida (do método Kjeldahl)

Uy, incerteza padrdo tipo A, uy, incerteza padréo tipo B.

Na sequéncia, foram calculados os coeficientes de sensibilidade, que para a
etapa de fatoracdo do &cido incluem a massa do padrdo primario e o volume do
acido gasto na fatoracdo; e para a etapa de titulacdo da amostra, incluem o volume
de &cido gasto na titulacdo da amostra, o volume gasto de acido na titulacdo do
branco, o volume de dissoluc¢do da vacina, o volume de aliquota digerida e o fator do

acido titulante (Tabelas 41 e 42).

Tabela 41. Calculo dos coeficientes de sensibilidade para a etapa de fatoragdo do acido.

Variavel Valor A(x,y) Rn AR Ci Média Ci
0,05 0,9920 -0,0036 -0,072
Va(mL) 13,8 -0,072
-0,05 0,9992 0,0036 -0,072
0,001 1,0383 0,0427 42,7273
m(g) 0,023 42,7273
-0,001 0,9528 -0,0427 42,7273

m, massa do padrao primario (g); Va,volume do acido gasto na fatoracédo (mL); A(x,y),delta da
variavel, R,, novo resultado calculado; Ar ,delta do resultado (novo); Ci, coeficiente de
sensibilidade .



Tabela 42. Célculo dos coeficientes de sensibilidade para a etapa de titulacdo da amostra.

Variavel  Valor A(x,y) Rn Ar Ci Média Ci
0,05 0,06544 0,004884 0,09767

Vam(mL) 0,7 0,09767
-0,05 0,05567 -0,004884 0,09767
0,05 0,05567 -0,004884 -0,09767

Vir(ML) 0,08 -0,09767
-0,05 0,06544 0,004884 -0,09767
0,005 0,06086 0,000304 0,06076

Fa 0,99667 0,06076
-0,005 0,06025 -0,000304 0,06076
0,005 0,06062 0,000061 0,01211

Vg (mL) 5,000 0,01211
-0,005 0,06050 -0,000061 0,01211
0,00002 0,06056 -0,000001 -0,06056

Vai (ML) 1,000 -0,06056
-0,00002 0,06056 0,000001 -0,06056

Vam, VOlume de &cido gasto na titulacdo da amostra (mL); V., volume gasto de acido na
titulagdo do branco; Vg4, volume de dissolugdo da vacina; Vy;, volume de aliquota digerida; F,,
fator do acido titulante; A(x,y), delta da varidvel, R,, novo resultado calculado; Ag , delta do
resultado (novo); Ci, coeficientes de sensibilidade.

As tabelas 43 e 44 apresentam os resultados do célculo da incerteza padréao
combinada e da incerteza expandida para o método Kjeldahl. A distribuicdo de
probabilidade retangular foi atribuida a resolucdo da leitura dos equipamentos
digitais, tais como balanca e bureta digital, por apresentarem uma probabilidade
constante na ocorréncia dos resultados dentro do intervalo de leitura. De acordo com
a recomendacdo do Guia para a Expressdo da Incerteza de Medicao - GUM
(INMETRO, 2008), o valor do fator de abrangéncia k (1,73), para um intervalo com
nivel da confianca PA(100), foi adotado para distribuicdes retangulares. As vidrarias
e equipamentos analogicos, por produzirem valores que possivelmente espera-se a
ocorréncia no centro do intervalo das leituras, fornecem comportamento de uma
distribuicAo de probabilidade triangular. Foi considerado o valor do fator de
abrangéncia k(2,45), como divisor para distribui¢cdes triangulares. Foi atribuida uma
distribuicdo normal, para as incertezas procedentes de condi¢des repetidas. Os
dados obtidos por fontes com pouca informacao da natureza das medi¢cbes, como a
pureza do padrdo primario, foram adotadas para a distribuicdo de probabilidade
como “padrdo assumido” (com PA=68%), ou seja, foi considerado um fator divisor
igual a 1. Nota-se que a incerteza proveniente da pureza do padréao primario foi a de
maior contribuicdo para a incerteza combinada final, enquanto as incertezas
associadas as medi¢des na balanca e na bureta foram de menor impacto no calculo
(Tabela 43).



Tabela 43. Estimativa da incerteza da fatoracéo do acido.

.
o) (B Dmmueode o mcew 7 i
divisor (Hg/mL)
ua 0,001775 68 normal 1 1 0,001775 3 3,31E-12
up 0,00022¢g 68 padrao 1 42,727 g 0,009400 infinito
up 0,000lg 9545 normal  k=2,07 42,727g* 0,002064 40 4,54E-13
Usp 0g 68 padrao 1 42,727 9" infinito
up 0,00005g 100 retangular V3=1,73 42,727 g" 0,001233 infinito
Up 0,03mL 9545  normal k=2 -0,072mL™ 0,001078 infinito
Uup 0,05mL 100 triangular \6=2,45 -0,072mL™" 0,001467 infinito
u;  -0,06mL 68 padrao 1 -0,072 mL™? 0,004313 infinito
u. 0,01092 68 normal
Uf 002184 9545  normal k=2 v=3774

P , probabilidade de abrangéncia ;k, fator de abrangéncia; v , graus de liberdade; v ¢ graus
de liberdade efetivo; u;, incerteza padrao; Ci, coeficientes de sensibilidade.

Tabela 44. Estimativa da incerteza da metodologia de referéncia (Kjeldahl).

P, Distribuicéo de U + . \
u(+) (%) probabilidade Ci (Pa =68%) ut /v
Divisor

uia  0,00059* 68 normal 1 0,000588 9 1E-14
U1p 0,0218 95,45 normal = 0,06076*  0,000662  *** .
Uz  0,003mL 9545  normal =2 001211 1817E-05 ™ = -
ugp  0,018mL 68 padrao 0,01211*  0,000218 ™ = -
Usp  0,005mL 100  triangular \6=2,45 0,01211*  0,00002 -
Us, 0,00062mL 9545  normal  k=2,32 -0,06056** 1,618E-05 " = -
Ugp 0,00378mL 68 padrao 1 -0,06056**  0,000229 7 -
usz  0,00ImL 100  triangular  \6=2,45 -0,06056**  0,00002 7 -
Ugy  0,008mL 68 normal k=2 009767** 0000391 " = -
Ugp  0,005mL 100 retangular \3=1,73 0,09767**  0,000282
Uy  0,008mL 68 normal k=2 -0,09767*  0,000391 - .
Uy, 0,005mL 100  retangular V3=1,73 -0,09767** 0,000282

Uc 0,001161* 68 normal

U.  0,002345* 95,45 normal k=2,018 0o =137,62

P, , nivel de confianca ou probabilidade de abrangéncia ; k, fator de abrangéncia; v , graus de
liberdade; u;, incerteza padréo; Ci,coeficientes de sensibilidade, v graus de liberdade efetivo;

(*) em mg/dose:(**) emmg/mL.dose: (***) infinito.
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4.4.2 Estimativa da incerteza dos resultados da calibracdo multivariada

As principais fontes de incerteza associadas a calibragdo multivariada neste
estudo, foram resumidas na tabela 45. De posse da incerteza referente a
metodologia analitica do Kjeldahl (0,002345mg/dose), nota-se o resultado da
incerteza da calibracdo multivariada (0,002867mg/dose) esta acima dos valores
padroes (Tabela 46). A contribuicdo significativa de 54% da incerteza padrao do
método classico Kjeldahl sobre a soma das incertezas padréo(u;), fortalece o
incremento dos desvios inerentes ao método adotado, para fornecer os valores de
referéncia ao modelo multivariado. Essa avaliacdo reflete a forte influéncia da

confiabilidade dos valores de referéncia.

Tabela 4544. Fontes de incerteza do método multivariado.

Repetitividade das leituras = s/raiz(n)

t1a s = desvio padrdo amostral entre as replicatas das leituras
Usa Posigéo do frasco =s/raiz(n)
U1p Incerteza nos valores de referéncia utilizados na calibragéo
U 2p Erro da calibracdo multivariada (RMSEC)
Uc Incerteza padrdo combinada

calierJagéo Incerteza padrdo expandida

U,, incerteza padréo tipo A, uy, incerteza padréo tipo B.

Tabela 46. Estimativa da incerteza para a calibragdo multivariada.

Distribuicdo de U 4
u(+) Pa probabilidade ~ Ci P=68% U  Co ui" /o
(%) Divisor (Mg/mL) (%)
Uia  0,0001069 68 normal 1 1 1E-04 9 4,97  1,45E-17
Uza 5 142E-06 68 padréo 1 1 5E-06 3 0,239 2,33E-22
Ui 0,002345* 95,45 normal k=202 1 0,001 ** 53,9
U2p 0,00088 68 padréo 1 1 9E-04 98 40,9 6,12E-15
Ue 0,001 68 normal 1
Ucalibracéo 0,002867 * 95,45 nOI‘ma| k: 1,96 ] eff =742

P, , nivel de confianca ou probabilidade de abrangéncia ; k, fator de abrangéncia;, v, graus de
liberdade; u;, incerteza padrdo; C;, coeficientes de sensibilidade, v o graus de liberdade
efetivo, C,, contribuicdo em percentual no resultado da incerteza padrdo em relacdo a soma
total das incertezas padrdo; (*)em mg/dose; (**) infinito.
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4.5 COMPARACAO ENTRE OS METODOS

A tabela 47, ordena de forma resumida, as necessidades e resultados para 0s
dois métodos analiticos discutidos neste projeto. O método classico do kjeldahl é
um meétodo bastante conhecido e utilizado, de um modo geral, mas apresenta
algumas dificuldades de procedimento analitico, podendo gerar resultados
equivocados. Essas dificuldades podem estar na digestdo dos diferentes materiais,
em que o tempo de mineralizagdo deve ser bem monitorado em decorréncia do uso
do catalisador (Se + Hg), que provoca em tempos longos a formacdo de N livre
(FONTANA,1953).

Outra etapa extremamente critica no procedimento, talvez a principal fonte de
variabilidade nos resultados, esta na precipitacdo das proteinas e na separacédo do
sobrenadante. A ndo observancia a essa separacdo do sobrenadante antes de
transferir o precipitado para a digestéo, parte dos excipientes que contém nitrogénio
em suas formulas estruturais, podem ser carreados juntamente com o precipitado,
para a determinacdo de nitrogénio. Isso pode ocasionar grande variabilidade de
algumas réplicas, necessitando de um numero adequado acima de trés, para retirar
boas conclusdes estatisticas dos resultados. A falta de atencdo e o ndo controle,
sobre essas etapas criticas do método, ocasiona a necessidade de repeticdes de
analise.

O uso demasiado de solucdes acidas e basicas, proporciona um grande
acumulo de residuo quimico, e a necessidade de agua para o resfriamento da
destilacdo e agua para inimeras lavagens do sistema.

O método por infravermelho proximo (NIR) contorna os problemas ambientais
e de procedimento analitico relatado, trazendo agilidade na liberacdo dos resultados
e é uma técnica operacionalmente limpa. Entretanto quando associada a calibracéo
multivariada, exige um aprofundamento multidisciplinar para o seu desenvolvimento
e validacdo. Ao absorver matematicamente a incerteza dos valores padrdes, o

cuidado com a escolha da técnica de referéncia é imprescindivel.



117

Tabela 47. Resumo comparativo entre os métodos.
Método NIR Método Kjeldahl

Amostra Nao é destruida Destruida

Acido borico P.A
Acido sulfurico P.A
Acido tricloroacético PA
Reagentes Nenhum Acido cloridrico
Catalisador (mistura selénica)
Verde de bromocresol
Hidroxido de sédio P.A
Vermelho de metila

Residuo Nenhum Descarte adequado com custo
Destilador
: Digestor
Equipamentos . 5
e Espectrometro NIR Tubos de digestao
Materiais Centrifuga

Tubos falcons de centrifuga
Micropipetas/buretas

Utilidades Nenhuma Agua corrente
Tempo de analise 5 minutos 8 horas
M(n=10) 0,04358 0,04410
s 3,27E-04 2,51E-03
s? 1,07E-07 6,30E-06
DPR(%) 0,75 5,69

s, desvio padrdo;M, média; n, nimero de réplicas; s ? variancia; DPR(%), desvio padréo
relativo.



118

5 CONCLUSAO

A espectroscopia NIR apresentou vantagens sobre o método Kjeldahl usado
na rotina, pois permitiu a eliminacdo do uso de reagentes potencialmente perigosos,
como acido sulfarico concentrado e hidroxido de sédio a 40%. A analise permitiu
uma reducdo do tempo total de analise para cerca de 3 minutos e eliminou a
geracdo de residuos. As aplicacdes foram desenvolvidas em condi¢des reais de
analise, sem alterar os protocolos e a rotina convencional do laboratério.

A analise possibilita 0 reuso das amostras para estudos futuros, como por
exemplo estudo de estabilidade da vacina.

O desenho experimental demonstrou que a etapa de escolha dos valores de
referéncia € a fase mais importante de uma modelagem e a confiangca que os
mesmos, devem proporcionar a calibracdo multivariada é imprescindivel. A aplicacédo
da analise discriminante entre os valores de referéncia, através do célculo
matematico de Mahalanobis, reavaliou a veracidade dos valores de referéncia
versus o comportamento espectral desse conjunto, tornando a calibracdo mais
robusta em suas previsoes.

O método foi validado, sendo os resultados obtidos considerados precisos,
exatos e robustos para suas previsbes, a um nivel aceitavel de incerteza para o
método. A metodologia empregada harmonizou a validacdo tradicional univariada,
com os requisitos dos métodos multivariados.

Finalmente, este trabalho apresentou a implementacdo e validacdo de
modelos multivariados, através de uma robusta técnica de espectroscopia de
infravermelho préximo, para determinacao de nitrogénio proteico. Mostrando-se uma
alternativa viavel ao método tradicional, e uma possivel ferramenta orientativa, para
estudos posteriores na area de controle de qualidade, voltadas as exigéncias da

vigilancia sanitaria.
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6 PROPOSTAS FUTURAS

6.1 Monitoramento da calibragdo multivariada

Para o controle de qualidade, a grande preocupacdo esta em torno da
durabilidade do bom desempenho de um método multivariado. Questdo ndo muito
abordada na literatura. Dessa forma a avaliagdo da vida Util dessa calibragdo é uma
das propostas de trabalho futuro desta dissertacdo, para monitoramento da
continuidade do poder de previsdo do modelo PLS. Diante de amostras de vacina
VFC da rotina do laboratorio, através de cartas controles, com base nos erros de
previsdo e avaliagbes de exatiddo, acompanhando-os por um prazo mais longo.

Caso o limite definido seja ultrapassado, o modelo deve ser revisado.

6.2 Linearidade, sensibilidade e limites para calibracdo multivariada

Em calibragBes univariadas, os calculos das figuras de mérito sdo mais bem
estabelecidos e mais simples de serem abordados, enquanto que para calibracdes
multivariadas, as pesquisas ainda estdo em desenvolvimento e ndo totalmente
definidas e ndo tdo bem fundamentadas. De maneira bastante similar a calibracéo
univariada , as figuras de mérito como exatiddo, precisdo, robustez e bias sao
estimadas em calibragcdo multivariada. O que nao ocorre para parametros como
linearidade, sensibilidade, raz&o sinal/ruido, ajuste, seletividade, limites e intervalos
de confianca, que seus calculos sdo mais complexos, pois somente podem ser
estimados mediante o calculo do sinal analitico liquido (NAS). O procedimento para
a estimativa do NAS envolve um conjunto de equacdes algébricas e manipulacdes
de matrizes, ndo tdo claras nas publicagbes em que foram abordados até o
momento.

Devendo assim, a determinacédo da sensibilidade e seletividade, mediante o
calculo do NAS, para contemplar totalmente as exigéncias da categoria da analise
de nitrogénio proteico, no controle de qualidade da vacina de febre amarela de 10

doses.
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APENDICE A- PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO PARA A
DETERMINACAO DE NITROGENIO PROTEICO EM VACINAS DE FEBRE
AMARELA 10 DOSES POR NIR COM CALIBRACAO MULTIVARIADA (POP).

1-ALTERACOES

Reviséo Alteracdes
00 Emisséo inicial.
2- OBJETIVO

Fixar a metodologia de previsdo para analise de nitrogénio proteico em vacina

de febre amarela 10 doses em frascos ambatr.

3- CAMPO DE APLICACAO
Aplica-se a rotina de controle de qualidade utilizada para andlise de nitrogénio

proteico em vacina de febre amarela 10 doses, pela (SEPFI).

4- REFERENCIAS
Manual de instru¢des do equipamento Antaris II- FT-NIR Analyser.
Dissertacdo.Desenvolvimento e Validagdo de método ndo destrutivo de
nitrogénio proteico em vacina de febre amarela por espectroscopia de infravermelho
proximo com calibracdo multivariada / Vanessa Emidio Dabkiewicz.-Rio de Janeiro:
INCQS/FIOCRUZ, 2016.

5- DEFINICOES
N&ao aplicavel.

6- SIGLAS

VFC- Vacina de febre amarela 10 doses

SEPFI- Secao de produto final

DEQUA-Departamento de controle de qualidade

LAFIQ-Laboratdrio fisico quimico

PLS- Partial Least Squares (Regressao por minimos quadrados parciais)

MSC- Multiplicative  Scatter Correction (Correcdo Multiplicativa de
espalhamento de Sinal )
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CM- Mean centering (Método centrar na média)

7- RESPONSABILIDADES

7.1- Do SEPFI

Receber do almoxarifado os frascos do lote de vacina VFC a serem
analisados.

Registrar, em caderno especifico, a entrada das amostras na secéo.

Executar a andlise.

Anotar, em caderno proprio, todas as informacfes necessarias, referentes ao

produto e ao teste realizado.

7.2- Da chefia do SEPFI
Avaliar os resultados, encaminhar laudo, aprovando ou reprovando o lote

analisado, conforme a especificacao.

8- PRE-REQUISITOS

8.1- Caracteristicas
Os frascos séo fornecidos pela amostragem, acondicionados em camara fria
2 a 8°C, até o momento da analise. Os lidfilos das vacinas que representardo o lote,

deveréo estar integros e com pastilha uniforme por todo o frasco ambar.

8.2- Especificacdes

O teor de Nitrogénio Proteico nas Vacinas 10 doses deve ser < 0,25 mg.dose”
Para a calibracdo multivariada o teor deve estar na faixa de trabalho de

calibracdo de 0,04 a 0,06 mg.dose™.

8.3- Reagentes

N&o aplicavel
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8.4- Materiais

N&o aplicavel

8.5- Equipamento e utilidades
- Espectrometro NIR- TAG: ESP052
- Marca: Thermo Scientific
- Modelo: Antaris Il FT-NIR Analyser
- Patriménio do Equipamento: FO26826
- Utilidade:

8.6- Softwares
-Result Operation.
-TQ Analyst.

8.7- Condicdes gerais do equipamento
Condicdes de qualificacdo em validade.
Condigdes dos padrdes internos em validade.
Coleta de espectros com background
Resolugéo: 4 cm™

N° de scans: 32

8.8- Parametros especificos da calibragéo
Verificar no programa TQ Analyst as seguintes descri¢des:
Tipo de analise: PLS
Tipo de tratamento: MSC
Unidade: mg.dose™
Faixa de aplicacéo: 0,03000-0,07000
Regi&o de trabalho: 4000-5184cm™
Normalizacdo: CM

Fatores:1
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9- PROCEDIMENTOS

9.1- Inserindo o Set de calibracéo

1- Abrir o programa TQ Analyst.

2- Adicionar o conjunto de espectros selecionados a calibracdo através de
estudo de modelagem.

3- Adicionar os valores de referéncia respectivos aos espectros do set de
calibracao.

4-Verificar os parametros da calibragéo

9.2- Condicionamento: checando o instrumento antes da leitura.

1- Abrir o programa Result Operation.

2- Na barra de ferramentas, em “maintenance”, clicar em Instrument
check”. Uma janela se abrira e em “sample type”, escolher “transmission sample” e
depois em “OK” (Vocé pode escolher em arquivo report”, caso queira o registro do
status do equipamento, no momento da leitura).

3- Ainda em “maintenance”, clicar em “instrument status”. Selecionar
todos os icones do “Report Options” e, em seguida “OK”.

4- Caso o relatério final dessa verificacdo indique a necessidade de
alinhamento, retornar a barra de ferramentas e em “maintenance”, escolher “Align

Instrument” e, em seguida, clicar em “iniciar”.

9.3. Coleta de espectros, através do programa Result Operation.

1-Clique no icone “Select workflow” e selecione o workflow desejado (neste
caso, nomeado como “Determinagédo de N-proteico em VFC”). Clique em Ok e em
seguida no icone GO para iniciar a analise. Na caixa de dialogo que sera aberta
digite 0 numero de amostras que serdo analisadas (Obs.: Para cada amostra o
método executara automaticamente trés leituras e, para cada leitura, o programa
perguntard o nome do arquivo. Ao final das trés leituras, perguntara o nome do
arquivo gue sera a média das trés leituras, que devera ser nomeado como média

lote NOXXXXXXXXXX).

NOTAS: Caso na lista do icone “Select workflow”, ndo esteja o workflow desejado,

em “Administration”, selecione “Manager Workflow”, uma janela se abrira, adicione o
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workflow desejado (neste caso, nomeado como “Determinacdo de N-proteico em

VFC?, cligue em “Add”“ em seguida. Clique em OK.

Os arquivos dos espectros coletados estardo armazenado automaticamente

no seguinte caminho: O(C:)/RESULT Data/Archive/ Nitrogenio proteico VFC.

9.4. Para quantificar uma amostra com espectros ja obtidos.

1. Abra o programa TQ Analyst. Em “Files” na barra de ferramentas,
selecione 0 método que deseja executar clicando janela de método ( Neste caso o
método nomeado “ Metodo PLS otimizado para N-proteico em VFC) ou escolher o

nome do método no menu.

2. Clique no icone “Quantificar” na barra de ferramentas do Analista TQ. A

caixa de dialogo “Abrir Spectrum” sera exibida.

3. Selecione um arquivo de dados espectrais e escolha OK.

4. Clique nas setas na barra de rolagem ou mover a caixa de rolagem para

trazer cada parte da tabela de resultados.

5. Assim que os resultados forem salvos, escolha OK para fechar .

NOTAS:

TQ Analyst comeca a analisar o espectro selecionado usando o método
activo. Dependendo de como os parametros do método séo definidos, vocé pode ser
solicitado a inserir as informagdes necessarias, tais como um valor de caminho ético.
Siga as instrugdes que aparecem na tela.

Quando a andlise for concluida, uma caixa de dialogo aparece mostrando 0s
resultados. Se o método activo € para analise quantitativa (veja o parametro
Analysis Type), os resultados indicam as concentragdes dos componentes
especificados em cada amostra.
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7

Se o0 método € projetado para classificar o espectro da amostra
desconhecida, com base em um conjunto de espectros conhecidos, os homes e 0s
valores dos espectros relatados serdo fornecidos. A altura do pico ou area do pico
podem ser relatadas se o método esta configurado para fazer medicdes simples dos
espectros que sdo quantificados. Dependendo de como os parametros na guia
“‘Relatorio” estiverem definidos, os resultados podem conter informacdes adicionais,
tais como os titulos e nomes do método de arquivo e 0S espectros que Ss&o

quantificados.

Se um problema ocorreu durante a analise, os dados podem ser impresso
com os resultados da analise. Os parametros que produzem 0s avisos também
estdo incluidos na guia Relatério. Pressione o icone” Explicar” quando a guia

“‘Relatério” esta selecionado para obter instrugdes sobre como interpretar dados.

E possivel imprimir o contetido da caixa de didlogo “Quantificar”, clicando no

icone “Imprimir” na caixa de dialogo.

9.5. Para quantificar varias amostras com espectros ja obtidos.

1- Abra o programa TQ Analyst. Em “file” na barra de ferramenta,
selecione 0 método que deseja executar clicando na janela de método ou escolher o

nome do método no menu.

2. Escolha “ Resumo multipla” (multiple summary) a partir do menu
“Diagnostics”. A caixa de dialogo “Abrir” sera exibida.

3.Para selecionar varios arquivos espectrais a serem quantificado, defina
“Arquivos” do tipo como ".SPA/SPG." Em seguida, selecione os arquivos de dados
espectrais que pretende-se quantificar e escolha OK. Vocé pode precisar alterar
diretérios ou unidades para localiza-los. Para selecionar mais de um arquivo,
selecione o primeiro arquivo que vocé deseja incluir, em seguida, mantenha

pressionada a tecla “Control” OU “Shift” enquanto clica nos arquivos adicionais.
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4. Escolha OK para iniciar a andlise. Salve o arquivo com os resultados, que

foi apresentado.

NOTAS:

Se vocé quiser selecionar um grupo espectral, definir a caixa Arquivos do tipo
lista de ".SPG." Em seguida, selecione o arquivo de grupo espectral que pretende
guantificar e escolha OK.

Se vocé quiser quantificar uma série de arquivos espectrais que estéo listados
em um arquivo de entrada, altere a caixa arquivos do tipo lista para "TXT" (para um
bloco de notas ou gravacdo de arquivos) ou "XLS" (para um Excel Arquivo). Em

seguida, selecione o arquivo de entrada que contém a lista de nomes de arquivo.

O arquivo de entrada deve ser formatado corretamente para uso com Multiply

Quantificar e Resumo multipla.

Quando a analise estiver concluida, os resultados séo exibidos em uma janela
do aplicativo. Se TQ Analyst localiza o aplicativo de planilhas Microsoft Excel em seu
computador, os dados sao exibidos em uma janela do aplicativo Excel. Se o Excel
nao for encontrado, os dados aparecem em uma janela para um aplicativo de
processamento de texto, como o bloco de notas ou escrever. Os resultados séo
formatados usando as configuracdes para os parametros do relatorio (veja a guia
Report) no meétodo atual.

Se vocé fechar a janela do resultado, os dados seréo salvos em um arquivo.

Se vocé usou multipla Quantify para analisar as amostras, os dados sao
salvos em QUANTIFY.TXT (ou QUANTIFY.XLS). Se vocé usou Resumo multipla
para analisar as amostras, o0s dados sdo salvos em summary.txt (ou
SUMMARY.XLS).

Atencdo: O conteudo do arquivo QUANTIFY.xxx (ou SUMMARY.xxX) serao
substituidas na proxima vez que vocé usar varios “quantificar” ou “Resumo multipla”.
Se vocé quiser manter seus resultados de analise, use o comando “Salvar como”

para salva-los com um novo nome de arquivo.



10- RELACAO DE COPIAS DISTRIBUIDAS
DEQUA, LAFIQ.

10.1- UO incluidas nesta revisao
N&o aplicavel.

10.2- UO excluidas nesta revisao

N&o aplicavel.

11- ANEXOS

N&o aplicavel.
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12- FOLHA DE APROVACAO

NOME

ELABORADO

VERIFICADO

VERIFICADO

APROVADO

ASSINATURA
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ANEXO C-ESTUDO GRAFICO DAS REGIOES

TRATAMENTO SNV

REGIAO A(4000-5195)B(5196-5500)C(5501-5938)D(5939-6090)E(6091-6796)F(6797-10000)

1,5

4000 4500 B500 9000 9500 10000

Coeficiente de correlagido
(valoresKJxAbsorbancias)

E

Numero de onda(cm-1)

REGIAO AA(4545-5000)BB(6250-7143)CC(9091-10000) regides da literatura onde encontra-se os
estiramentos de NH.

1,5

4000 100004

05

Coeficiente de correlagéo
(valoresKJxAbsorbancias)

EN

Nuamero de onda(cm-1)
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TRATAMENTO 12 DERIVADA

REGIAO A(4000-4200)B(4201-4300)C(4301-4500)D(4501-4700)E(4701-5500)F(5501-5800)G(5801-
6000)H(6001-6250)I(6251-6500) J(6501-7000) K(7001-10000)

Coefiente de correlagdo
(valores KJxAborvancias)
.

Nuamero de onda(cm-1)

REGIAO AA(4545-5000)BB(6250-7143)CC(9091-10000) regides da literatura onde encontra-se os
estiramentos de NH.

céo

(valores KJxAborvancias)

Coefiente de correla

Nuamero de onda(cm-1)
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TRATAMENTO 22 DERIVADA

REGIAO A(4250-4450)B(4451-4550)C(4650-4750)D(4850-4950)

Coeficiente de correlagao
(valores KJxAbsorvancias)

Numero de onda(cm-1)

REGIAO AA(4545-5000)BB(6250-7143)CC(9091-10000) regibes da literatura onde encontra-se os
estiramentos de NH.

Coeficiente de correlagdo
(valores KJxAbsorvancias)

Nuamero de onda(cm-1)



