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RESUMO

APLICACAO DE METODOS QUIMIOMETRICOS DE ORDEM SUPERIOR E FLUORESCENCIA
MOLECULAR NA ANALISE EM MATRIZES BIOLOGICAS

Autor: Marcello Garcia Trevisan
Orientador: Dr. Ronei J. Poppi

Este trabalho trata da aplicacdo de métodos quimiométricos de ordem superior e fluorescéncia
molecular no desenvolvimento de novas metodologias analiticas, sem o auxilio de métodos de separacédo
ou pré-concentragdo, na andlise direta de espécies moleculares em amostras biologicas. Para tanto,
foram empregados a técnica de fluorimetria (EEM-MF) e os métodos quimiométricos PARAFAC e N-PLS
para a determinagao direta de doxorrubicina (DXR) em plasma humano e vitamina B2 em leite bovino.

Para a quantificacdo de DXR em plasma, foram obtidas 10 amostras de sangue de individuos
sadios, sem a presenga prévia de DXR. Cada amostra gerou uma matriz de dimensdes 262x56
(comprimentos de onda de emissdo x excitagdo), na faixa de 510 a 650 nm e 390 a 500 nm,
respectivamente. O PARAFAC foi empregado para a decomposigao espectral das EEM-MF, referente as
amostras de sangue humano. Dois fatores foram obtidos, sendo que um deles foi atribuido a presenca de
DXR e outro a fluorescéncia natural do sangue devido, principalmente, a presenca de riboflavina e
bilirubina. A partir dos scores obtidos pela decomposi¢cdo com PARAFAC, realizou-se a quantificagéo,
resultando em um RMSECV de 0,060 ug mL-". O N-PLS também foi empregado para a quantificagéo,
gerando um RMSECYV de 0,045 ug mL-".

A analise de vitamina B, em amostras de leite desnatado e integral foi realizada com a obtencdo
de EEM-MF na faixa espectral de emissé@o 470 a 670 nm e de excitagdo 310 a 500 nm, produzindo uma
matriz de dimensdes 401x20. A partir de 10 amostras, 5 de leite integral e 5 de leite desnatado, todas
com concentragdes desconhecidas de vitamina Bz, o método PARAFAC foi empregado para as
decomposigbes espectrais e, a partir de adicdo padrdo, realizadas as quantificagbes. As mesmas
amostras foram analisadas por HPLC, e os desvios entre os resultados das duas metodologias

encontram-se abaixo de 5%.

vi



ABSTRACT

APPLICATION OF N-WAY METHODS AND MOLECULAR FLUORESCENCE IN THE DIRECT
DETERMINATION IN BIOLOGICAL MATRICES

Author: Marcello Garcia Trevisan
Adviser: Dr. Ronei J. Poppi

This work relates the application of N-way methods and molecular fluorescence in the
development of new analytical procedures, without physical separation process or pre-concentration, in
the direct determination in biological samples. For this, Excitation-Emission Matrix of Molecular
Fluorescence (EEM-MF) was applied with chemometrics methods, such as PARAFAC and N-PLS, for
direct determination of doxorubicin (DXR) in human plasma and By vitamin (riboflavin) in bovine milk.

For the quantitation of DXR in human plasma, 10 samples of blood were obtained from healthy
volunteers, without the previous presence of DXR. Each sample generated a matrix of dimensions 262x56
(emission wavelengths x excitation wavelengths), from 510 to 650 nm and 390 to 500 nm, respectively.
PARAFAC was used for spectra deconvolution of EEM-MF and two factors were obtained, one of them
was used to DXR. Other factor was related to the natural fluorescence of the plasma, due mainly to
riboflavin and bilirubin. By using the scores obtained by the decomposition with PARAFAC, the
quantitation was performed, resulting in a RMSECV of 0.060 pug mL-'. N-PLS was also used for the
quantitation, generating a RMSECV of 0.045 ug mL-".

The B> vitamin analysis in samples of whole and skimmed milk was accomplished based on EEM-
MF in the spectral range of emission 470 to 670 nm and of excitation 310 to 500 nm, resulting in a matrix
of dimensions 401x20. Ten samples, 5 of whole milk and 5 of skimmed milk, with unknown concentrations
of By vitamin were used for to build a PARAFAC model and the concentration was estimated by standard
addition method. The same samples were analyzed by HPLC and the deviations among the results of the

two methodologies were below 5%.
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PREFACIO

Via de regra, o procedimento analitico para a analise de espécies moleculares em amostras
complexas de origem bioldgica, tais como sangue, urina, leite e plasma, envolve o emprego de
métodos de separacdo fisica, como cromatografia liquida ou eletroforese capilar. Nestes
procedimentos, os analitos sdo separados das outras espécies interferentes presentes na matriz e
quantificados através de um detector apropriado, em geral com detec¢do univariada. Além disso,
muitas destas espécies podem estar presentes em niveis de tragos, necessitando o emprego
complementar de etapas de pré-concentragao.

Muitas vezes, de fato, a separagcdo quimica e/ou pré-concentracdo € realmente o
procedimento mais apropriado para a execugdo dessas analises, por mais simples que sejam. No
entanto, através da combinagao entre métodos quimiométricos de ordem superior com determinadas
técnicas analiticas, algumas destas etapas podem ser reduzidas ou até mesmo eliminadas do
protocolo de andlise. Esta possibilidade se da com o emprego de métodos de calibragdo
multivariada, onde varias espécies em um unico sistema podem ser identificadas e\ou quantificadas
sem separagao quimica.

Nos ultimos 20 anos, tém crescido o numero de metodologias que empregam métodos de
calibragdo multivariada na resolugao de misturas com multicomponentes, seja em matrizes simples
ou complexas. Métodos de primeira ordem como PLS, PCA e CLS' empregam dados vetoriais
(como todos os comprimentos de onda de um espectro), com as vantagens de produzir robustez a
andlise, identificar a presenga de interferentes e amostras com erros elevados ou ainda, os desvios
de um processo. Nesses casos, a quantificagdo & possivel, mesmo na presenca de interferentes,
desde que esses sejam previamente levados em consideragdo na construgdo do modelo de
calibragéo.

No entanto, para uma boa performance destes métodos, é necessario um grande conjunto
de treinamento (elevado nimero de amostras) e que os possiveis interferentes estejam modelados
no conjunto de calibrag&o, pois estes métodos sao sensiveis a espécies ndo modeladas.

A fluorimetria € uma técnica analitica consagrada que fornece uma grande sensibilidade e
seletividade analitica, muitas vezes empregada na analise de sistemas em que os analitos estdo
presentes em concentragdo nano ou picomolares2. Em contrapartida, quando se trabalha com
fluorescéncia molecular (FM), um grande problema € a sobreposi¢do espectral, principalmente

quando matrizes biologicas estdo envolvidas, pois estas apresentam um rico espectro natural de

2



fluorescéncia de fundo, com varios compostos interferentes. Para isso, uma importante ferramenta
quimiométrica que pode e deve ser empregada séo as técnicas de calibragdo multivariada, onde se
emprega todo o espectro para o desenvolvimento do modelo.

Além da possibilidade de produzir modelos multivariados de primeira ordem, a fluorimetria
também pode gerar dados de segunda ordem, onde os mddulos de excitagdo e emissdo variam
conjuntamente. O emprego deste tipo de técnica modulada possibilita a obteng&o de uma matriz de
valores de intensidades de fluorescéncia por amostra, sendo conhecida como fluorescéncia total ou
fluorescéncia 2-D. Os fundamentos basicos desta técnica seréo abordados no primeiro capitulo.

Dados de segunda ordem, tais como os gerados por fluorescéncia 2-D (varredura conjunta
da excitagdo e emissao) podem ser analisados com o emprego de métodos multidimensionais, tais
como o Método de Andlise de Fatores Paralelos ou PARAFAC, Multilinear-PLS e os métodos
generalizados de Tucker3. Além de detectar anomalias em um determinado conjunto, os métodos
multidimensionais possibilitam a quantificagdo na presenga de interferentes desconhecidos. Esta
caracteristica, conhecida como uniqueness, permite a analise de determinadas substancias em
matrizes que apresentam uma alta variabilidade de composi¢ao e concentragdo. Outra importante
caracteristica € a possibilidade de emprego de um numero bastante reduzido de amostras em
relagcdo aos métodos de primeira ordem, sem apresentar perda de reprodutibilidade dos resultados
ou na estabilidade da decomposicdo*. Os principais métodos multidimensionais e a teoria que
envolve a decomposicdo e regressdo de dados de segunda ordem serdo abordados no segundo
capitulo desta dissertagéo.

Desta forma, a combinagdo fluorimetria/quimiometria pode possibilitar a criacdo de
metodologias alternativas, onde o emprego de etapas de separagéo fisica e/ou pré-concentragéo
nao estejam necessariamente envolvidas, tornando estas metodologias mais robustas, versateis,
rapidas e econdmicas. Neste trabalho, duas novas metodologias analiticas envolvendo métodos
quimiométricos de ordem superior ¢ dados de segunda ordem obtidos por fluorimetria foram
desenvolvidas. Cada aplicagéo envolve a determinagéo direta de uma espécie de interesse em uma
diferente matriz bioldgica, como sangue humano e leite bovino,

A primeira aplicagéo intitulada “Determinacdo de doxorrubicina em plasma humano por

fluorescéncia molecular de excitacdo-emissdo e métodos multidimensionais” visa desenvolver uma

metodologia alternativa para a andlise de um dos principais agentes citotoxicos empregados

atualmente no combate ao cancer. A fluorescéncia natural da molécula de doxorrubicina (DXR) é



explorada para realizar a sua analise diretamente em amostras de plasma, de modo que a
sobreposicao espectral devido a presenca dos interferentes é separada de forma quimiométrica,
como sera abordado em detalhes no terceiro capitulo.

O quarto capitulo trata da segunda aplicagéo, onde a quantificagdo de riboflavina total ou
vitamina B é realizada em cinco diferentes marcas de leite bovino, sendo que cada marca estudada
compreende os tipos desnatado e integral, totalizando dez diferentes amostras. Neste estudo,

intitulado  “Determinacdo direta de riboflavina total por fluorescéncia molecular e analise

multidimensional’, concentragdes conhecidas de riboflavina foram adicionadas em uma determinada
amostra, sendo que a curva obtida foi extrapolada para as outras amostras e os resultados obtidos
foram comparados com o0 método padréo de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).

Este trabalho encerra-se com as conclusdes gerais obtidas através das duas aplicagdes
desenvolvidas, perspectivas futuras e com a lista de referéncias bibliograficas empregada no

desenvolvimento deste trabalho.



CAPITULO |
FLUORESCENCIA

MOLECULAR



Capitulo 1 Fluorescéncia Molecular

1. Fluorescéncia Molecular

1.1 Introdugao

Este capitulo trata dos fundamentos e aplicagdes obtidos pelo emprego de fluorescéncia molecular
que, juntamente com a fosforescéncia e quimiluminescéncia, caracterizam o grupo de técnicas chamadas
luminescentes. Estas técnicas estdo fundamentadas nos fendmenos que ocorrem quando uma molécula,
apoés sofrer excitagdo, retorna ao seu estado fundamental, produzindo um espectro de emisséo
caracteristico. Analises qualitativa ou quantitativa podem ser realizadas com as intensidades de emisséo
presentes nestes espectros.

Ambas as técnicas de fluorimetria e fosforimetria baseiam-se na absor¢do de um foton pelo grupo
fluoréforo para promover uma molécula a um estado excitado, diferenciando-se entre si apenas quanto a
natureza das transigdes eletrénicas, onde no caso da fluorescéncia, estas transigdes ocorrem sem envolver
a alteracdo de spins dos elétrons. Quando o estado excitado néo é obtido pela absor¢do de um féton, mas
no decorrer de uma reagdo quimica, gerando luminescéncia na desativagdo deste estado, entdo este
processo caracteriza-se como um processo de quimiluminescéncia. Para um entendimento completo dos
fundamentos de fluorescéncia, € necessario compreender as transi¢des eletrénicas que podem ocorrer

numa molécula, como sera visto abaixo.

1.2. Transigoes eletronicas’

De acordo com principio de exclusdo de Pauli, dois elétrons em um mesmo atomo ndo podem
possuir todos numeros quanticos idénticos. Este principio determina que apenas dois elétrons sejam
alocados em um mesmo orbital eletrénico, devendo obrigatoriamente possuir um nimero quantico diferente,

Ou seja, spins contrarios. Sob estas circunstancias, € dito que os spins estdo emparelhados.
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Capitulo 1
Um estado eletrénico molecular em que todos os elétrons estdo emparelhados é chamado estado
singlete, caracterizando um estado diamagnético, pois apresenta auséncia de momento magnético. Quando
um numero impar de elétrons esta presente em uma espécie molecular, esta € chamada paramagnética,
respondendo aos ‘estimulos’ de um campo magnético. O estado fundamental desta molécula caracteriza
um estado duplete, pois o elétron desemparelhado pode assumir duas orientagbes na presenca de um
campo magnético, enquanto que no estado triplete, os dois elétrons permanecem paralelos entre si, embora
em estados quanticos diferentes (excitado e fundamental).
Quando um elétron do par de elétrons no estado singlete fundamental de uma molécula é excitado
a niveis maiores de energia, 0s estados singlete excitado sdo permitidos. No estado singlete excitado, o
elétron promovido ainda se mantém emparelhado com o seu par, enquanto que no estado triplete os dois

elétrons se tornam desemparelhados e consequentemente, paralelos, conforme Figura 1.
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Figura 1. Representacédo dos estados eletrénicos singlete e triplete e suas transicdes.

As propriedades de uma molécula excitada no estado triplete diferem significativamente de uma no
estado singlete excitado como, por exemplo, sendo paramagnética no primeiro caso e diamagnética no
segundo. Os estados triplete apresentam menor energia em relagdo aos singletes excitados, de modo que
esta certa estabilidade eletronica eleva o tempo médio de decaimento ao estado fundamental situando-se

em intervalos de tempo maiores que 10-5 segundo, podendo chegar até vérios segundos. Estas transi¢bes

caracterizam os fendmenos de fosforescéncia.
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Em contrapartida, estados singlete excitados s@o bastante energéticos e instaveis, de forma que
transicdes do tipo singlete excitado/singlete fundamental sdo mais rapidas e com tempos inferiores a 106
segundos. Estes dois processos geram efeitos macroscopicos diferentes, pois processos fosforescentes
continuam a ocorrer mesmo com a fonte de radiagdo encerrada, o que ndo é observado em processos
fluorescentes.

Uma molécula excitada pode retornar a seu estado fundamental por diversos caminhos e por
processos que envolvem ou ndo a emissao de luz, de forma que na maioria das moléculas excitadas séo
encontrados processos de relaxacdo ndo radiativos, gerando uma pequena parcela de moléculas
fluorescentes. Geralmente, rotas de desativagéo n&o radiativas envolvem processos de conversao interna,
relaxagéo vibracional e interconversdo. Fatores como a presenga de duplas ligagbes conjugadas, rigidez
molecular, temperatura, pH, solvente e presenca de atomos pesados sdo importantes aspectos que
influenciam na freqiiéncia com uma determinada molécula excitada percorra uma ou outra rota de
desativacdo. Quanto maior a tendéncia de uma molécula percorrer caminhos radiativos, maior sera o seu
valor de seu rendimento quantico, parametro definido pela razdo entre 0 nimero de moléculas excitadas

que emitem luz e o nimero total de moléculas excitadas.

1.3. Intensidade de Fluorescéncia e Concentragao?

A intensidade de fluorescéncia Ir é diretamente proporcional a intensidade do feixe de excitagao
(lo), @ absorbancia (ebc, onde ¢ é a absortividade molar, b é o comprimento percorrido pelo feixe na
amostra e ¢, a concentracdo da espécie fluorescente) e o rendimento quantico (®r) da espécie, definidos

pela equagéo 1:

I.=K,I,®,¢bc (1)
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onde a constante de proporcionalidade Kr é uma fungdo da resposta instrumental e outros paréametros
instrumentais.

Como Ir é proporcional a lo, conseqientemente, sensitividade e limites de detecgdo podem ser
incrementados com o0 aumento da intensidade da fonte (limitado pela intensidade méaxima em que ocorre a
fotodecomposicao da amostra). Este € um importante parametro que difere das técnicas de espectroscopia
de absor¢do molecular, onde 0 aumento da intensidade da fonte néo causa variagéo na absorbancia. Outro
fator divergente é gerado pela relagdo direta entre a concentragdo do fluordforo e a transmiténcia, ao
contrario das técnicas de absorgdo molecular, em que a transmitancia € um produto do logaritmo da
concentracdo. A combinagao destes parametros resulta em limites de detecgéo e faixa de linearidade muito
maiores para métodos luminescentes que para métodos baseados em absor¢do molecular.

Para medidas consecutivas, onde a intensidade do feixe de excitagdo e outros pardmetros

instrumentais sdo mantidos constantes, a equagéo 1 pode ser reduzida a Equagéo 2:
I:=®,&C (2)
onde o rendimento quéntico ®r € um termo independente do comprimento de onda de excitacdo, estando
apenas diretamente relacionado com o comprimento de onda de emissao.
Tomando-se o fato de que o rendimento quantico varia apenas em fung¢do do comprimento de onda de
emissao, este pode ser substituido pelo termo “coeficiente de emisséo relativo 3", que assume diferentes

valores a cada comprimento de onda de emiss&o j; desta forma, a intensidade de fluorescéncia I pode ser

definida através da Equacéo 3:

L’/:;a;‘gﬁé‘ﬁ (3)

onde:

e [ é aintensidade total de emisséo dos F fluoréforos nos comprimentos de onda de excitagéo i e de
emissao J;
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e af € a concentragdo do f-ésimo fluoréforo;
e g5 € 0 coeficiente de absorgdo molar do f-ésimo fluoréforo no comprimento de onda de excitagéo ;
e 51 é o coeficiente de emisséo relativa do f-ésimo fluoréforo no comprimento de onda de emisséo j;
Dependendo dos modos como os parédmetros de excitagdo i e emisséo j forem empregados, a
Equagdo 3 pode assumir trés diferentes formatos. No mais simples dos métodos, os parametros de
excitacdo e emissdo séo mantidos constantes, de modo que a resposta I é um valor escalar. Este tipo de
resposta é chamado de dado de ordem zero, pois se constitui em de um Unico escalar podendo, em uma
determinagao quantitativa, dar origem a uma regressao univariada. Se somente os comprimentos de onda
de excitagdo ou de emissdo variarem, I assume um perfil vetorial, sendo chamado de dado de primeira
ordem e possibilita 0 uso de analise multivariada de primeira ordem, como a Analise de Componentes
Principais (PCA) ou Métodos dos Minimos Quadrados Parciais (PLS). Finalmente, se ambos os parametros
de excitagdo e emissdo variarem conjuntamente, temos I assumindo o perfil de matriz, caracterizando
dados de segunda ordem. Neste caso especifico, podemos empregar 0 uso de métodos quimiométricos de
ordem superior, pois um conjunto de varias amostras compde um tensor tridimensional, onde cada fatia

deste tensor ¢ definida por uma matriz amostral, chamada de matriz de excitagdo-emisséo.

1.4. Matrizes de Fluorescéncia de Excitacao-Emissao

Matrizes de fluorescéncia de excitagdo-emiss&do ou do inglés Excitation-Emission Matrix (EEM), séo
geradas pela obtencdo de espectros de excitacdo e de espectros de emissédo de uma amostra. Os
espectros de excitacdo sdo produzidos pela medida da intensidade de luminescéncia mantendo-se
constante o comprimento de onda de emissao e varrendo-se o de excitagdo. Espectros de emissdo séo
obtidos de forma contréria, mas através do mesmo principio, mantendo-se a excitagdo constante e

varrendo-se 0 modo de emissao.
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Desta maneira, matrizes de excitagdo-emissdo séo geradas por duas dimensdes independentes de
comprimentos de onda, onde uma destas dimensdes caracteriza-se pelos perfis de excitagdo e outra,
possuindo informagao referente ao espectro de emisséo. A projecéo destes espectros gera uma superficie
tridimensional de fluorescéncia total, com a presenca de todas as bandas de excitagdo e emissdo dos
fluoréforos presentes.

Quanto maior a complexidade da matriz, como o caso de amostras bioldgicas, maior a dificuldade
de interpretagdo direta destas superficies, pois ocorrem grandes superposicdes espectrais, embora a
fluorimetria seja uma técnica bastante seletiva. Amostras de urina, sangue e leite apresentam uma grande
variedade de compostos fluorescentes, produzindo diversas bandas de fluorescéncia, tanto na regidao do
ultravioleta (200 a 400nm) como na regido visivel (400 a 700nm). A identificagdo dos constituintes
presentes pode se dar pela comparagdo dos maximos de intensidade destas bandas com os dados
relacionados na literatura.

A Figura 2 apresenta as superficies de contorno geradas a partir dos espectros de fluorescéncia
total obtidos de amostras de urina e plasma sanguineo humanos e leite bovino. Os espectros de urina e
plasma foram obtidos na regido do visivel, embora apresente uma maior quantidade de bandas de
fluorescéncia na regido do ultravioleta. Muitas das substéncias que contribuem para a fluorescéncia do
plasma e urina estdo presentes em outras amostras biolégicas, como no leite bovino, por exemplo. O
mesmo € valido para os componentes que fluorescem na regido do ultravioleta, pois ocorrem basicamente
devido a presenga dos aminoacidos triptofano, fenilalanina e tirosina, que estdo presentes nas proteinas

encontradas nos trés tipos de amostras mencionadas anteriormente.
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Figura 2. Espectros de fluorescéncia total de amostras de leite (A), plasma (B) e urina (C).
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1.5. Espalhamentos Rayleigh e Difracao de Segunda Ordem

Além das bandas de fluorescéncia decorrentes dos fluoréforos presentes nas amostras da Figura 2,
é possivel verificar a presenga de espalhamento Rayleigh e bandas de difragdo de segunda ordem geradas
pela grade de difragdo. Na analise e interpretacdo dos espectros de fluorescéncia total, a presenca destas
bandas n&o fluorescentes é encarada como interferéncias espectrais e devem ser evitadas ou retiradas.

Além da sobreposicdo gerada pelos espalhamentos, a principal desvantagem da sua presenca
ocorre quando as EEM séo utilizadas na decomposigdo por métodos quimiométricos de ordem superior,
como sera visto no Capitulo 2 deste trabalho. Basicamente, como pode ser visto na Equagdo 3, a
intensidade de fluorescéncia de uma amostra € um produto direto de trés fatores independentes,
constituindo um modelo trilinear, consequentemente, métodos quimiométricos multidimensionais trilineares
mostram-se eficientes na analise destes tipos de dados. No entanto, € observado que os padrdes
matematicos dos espalhamentos ndo obedecem nenhum modelo trilinear, causando instabilidade e falta de
reprodutibilidade dos resultados, quando métodos quimiométricos de ordem superior s&o utilizados.

Diversas ferramentas podem ser empregadas para a redugao ou eliminagéo destes espalhamentos,
seja através de processos instrumentais, como o uso de filtros ou polarizadores do feixe de excitagdo, ou
métodos numérico-computacionais, de modo que as regibes de espalhamento sdo substituidas
numericamente, utilizando rotinas desenvolvidas em alguns softwares.

Neste trabalho, as regides dos espectros de origem nao fluorescentes foram substituidas pela
forma numérica, em vista que o instrumento utilizado ndo apresenta possibilidade de atuar com filtros ou
polarizadores. Desta forma, os dados gerados pela obten¢do dos espectros foram carregados em um
microcomputador, seguindo-se com a substitui¢do das regides com espalhamento por valores ausentes em

ambiente Matlab® Mathworks Inc.
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1.6. Supressao de Fluorescéncia

Outro importante fator de interferéncia que pode estar presente ndo apenas em espectros de
fluorescéncia total, mas em qualquer medida empregando-se fluorescéncia molecular, é a supresséo de
fluorescéncia ou do inglés, quenching. A supressdo refere-se a qualquer processo que causa redugé@o do
rendimento quéntico de um sistema luminescente e ocorrendo devido a interagdo do fluoroforo com
determinadas substancias denominadas supressores ou devido a altos niveis de concentracdo das
espécies fluorescentes.

Altas concentragdes dos fluoréforos podem gerar dois “tipos” de supresséo: auto-supresséo (self-
quenching) e auto-absorcéo (self-absorption), onde no primeiro caso as moléculas excitadas transferem
energia as moléculas do solvente, diminuindo a intensidade das bandas de fluorescéncia. A auto-absorgéo
ocorre quando existe sobreposi¢do das bandas de excitacdo e emissao de fluorescéncia, de modo que a
radiagcdo emitida € absorvida para excitagdo de outras moléculas, chegando apenas parte da radiagao
emitida ao detector.

Matrizes biologicas apresentam grandes concentragdes de proteinas, sendo que muitas destas
proteinas causam supressdo de fluorescéncia, principalmente devido a presenga de aminoacidos
fluorescentes como triptofano e tirosina. A supressao nestes sistemas da-se de diversas formas, mas o
principal efeito ocorre devido a auto-absorgdo do sistema tirosina-triptofano, bem como pelas interagdes
peptidicas entre os fluorofoross.

Existem alguns procedimentos utilizados para se eliminar o efeito de supressdo ou reduzi-lo,
minimizando a sua interferéncia nas analises. Em meios com elevada concentragdo de proteinas, a
separagdo destas proteinas € um dos procedimentos mais empregados?, embora possam ocorrer
consideraveis perdas na recuperagdo. Outra possibilidade é a diluigdo das amostras, 0 que a principio
parece ser mais interessante, pois ndo envolve etapas mais requintadas de preparagdo da amostra. No
entanto, a diluicdo pode aumentar os limites de detecgéo e quantificagdo do método para uma margem n&o

14
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desejada. Uma terceira possibilidade é se construir o modelo de calibragdo na presenca das proteinas e,
conseqlientemente, na presenca do processo de supressao, baseando-se no fato que todas as amostras
terdo o mesmo grau de supresséo. Este procedimento sé € viavel se a concentragdo das proteinas no meio
nao apresentar grandes variagdes, de forma que o sistema em estudo tenha um comportamento regular.
Neste trabalho, uma aplicagao (Capitulo 3) envolve este terceiro procedimento, aplicado ao plasma
sanguineo, onde ocorre pouca variagdo entre as concentragdes e os tipos de proteinas. Na segunda

aplicacdo (Capitulo 4), optou-se por efetuar a separagdo das proteinas presentes no leite.
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2. Métodos Quimiomeétricos de Ordem Superior

2.1. Introdugao

Dentre os métodos instrumentais de andlise, raros sdo os absolutos, de forma que a grande
maioria é realizada de forma indireta, ou seja, etapas de calibragdo s&o essenciais para a interpretacdo
dos resultados. Nestas etapas, visa-se encontrar a melhor relagéo possivel entre respostas instrumentais,
obtidas através de um determinado método, como a absorbéncia, e os valores de uma grandeza
conhecida, como concentragéo, para um grupo de objetos ou amostras.

Atualmente, a maioria das calibragdes envolve um modelo univariado do sistema em estudo,
onde uma relagdo é estabelecida entre valores escalares. Embora procedimentos univariados sejam
bastante freqlientes, ndo apresentam uma boa performance na presenca de interferente, de modo que na
presenca destes interferentes, longas etapas de extragdo, pré-concentragdo e/ou separagdo sao
propostas na tentativa de eliminar estas espécies indesejaveis. Uma outra alternativa, talvez até mais
eficaz, & a procura por procedimentos mais ‘modernos’ e instrumentos mais apropriados para a realizagao
da andlise.

Seguindo o raciocinio proposto por Kowalski', um fundamento importante na teoria de quimica
analitica ¢ a classificagao de cada instrumento ou método, seja analitico ou quimiométrico, de acordo com
o tipo de dado por ele gerado ou utilizado. Esse pressuposto mostra-se bastante atraente e propicia uma
série de vantagens, como o melhor entendimento das possibilidades de um sistema, a partir do tipo de
resposta obtida pelo uso de um ou outro instrumento ou metodologia analitica. Outra vantagem € prover
um guia geral para emprego ou para otimizagdo dos métodos existentes, conduzindo a pesquisa cientifica

ao desenvolvimento de ferramentas mais poderosas.
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2.2. Classificagao dos Dados Experimentais

Utilizando uma terminologia ja existente na matematica, métodos instrumentais que geram um
unico dado escalar por amostra, séo considerados métodos de ordem zero, pois um Unico valor escalar
pode ser considerado como um tensor de ordem zero. Instrumentos como fotémetros de filtro, pHmetros e
condutivimetros sdo exemplos de instrumentos de ordem zero, pois a medida de uma amostra gera
apenas uma resposta escalar. A estatistica aplicada a estes tipos de dados ja esta totalmente definida, de
modo que calibragGes univariadas (ou de ordem zero) séo os procedimentos utilizados para a calibragao
destas respostas. Procedimentos univariados exigem total seletividade para o analito de interesse, pois a
presenca de interferentes ndo pode ser detectada, produzindo resultados sem significancia analitica.

Vetores de dados, como cromatogramas e espectros caracterizam conjuntos de primeira ordem;
consequentemente, possibilitam o emprego de calibragbes multivariadas de primeira ordem. Embora
sendo mais complexa quando comparada com o caso anterior, a estatistica aplicada a estes conjuntos ja
se encontra definida, possibilitando a identificagdo de interferentes e amostras anémalas (outliers). Estes
métodos instrumentais de primeira ordem j& caracterizam um grande avango, pois apresentam a
possibilidade de efetuar modelos de calibragdo na presenca de interferentes quimicos; o que outrora era
inviavel, eliminando desta maneira, longas etapas de separagdo elou extragdo, embora ainda seja
necessario que os interferentes estejam presentes no modelo de calibragéo.

Os principais métodos quimiométricos utilizados no tratamento destes conjuntos de dados séo
Anélise de Componentes Principais (PCA), Regressdo por Componentes Principais (PCR), Regresséo
por Minimos Quadrados Parciais (PLS) e Regresséao Linear Multipla (MLR)2. Embora bastante robustos
na analise simultdnea de sistemas/misturas com varias espécies, estes métodos necessitam grandes
conjuntos de amostras para a calibragdo, assim como exigem um conhecimento & priori da composigao

do sistema.
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Dados de segunda ordem s&o gerados, de maneira geral, pelo emprego de técnicas hifenadas,
como espectrometro de massas sequencial (MS-MS) e cromatografia liquida com detector
espectrofotométrico de arranjo de diodos (HPLC-DAD), entre outras, como obtengéo de imagens e dados
de primeira ordem monitorados no tempo, exemplificadas na Figura 3. O significado das abreviaturas

pode ser encontrado na lista de abreviaturas.

Microscopia

A
- )

Figura 3. Exemplos de técnicas hifenadas que geram dados de segunda ordem ou multidimensionais.

Embora apresentem uma complexidade notavel em relagdo aos outros conjuntos de dados
citados anteriormente, os dados de ordens superiores apresentam um grande numero de informagao
sobre o sistema em estudo, servindo de base para muitas vantagens, que métodos desenvolvidos
especificamente para estes dados irdo apresentar.

Uma destas grandes vantagens ¢ definida como “vantagem da segunda ordem”, onde a presencga
de interferentes no conjunto de calibragdo ndo é necessaria, além de possibilitar a recuperagdo dos
espectros das espécies ndo calibradas. Esta vantagem sé pode ser explorada com o emprego de
métodos quimiométricos restritos, devido a inexisténcia de rotagdo entre os modos. Outra importante
caracteristica é o reduzido numero de amostras para os conjuntos de calibragéo e validagdo, mesmo no
caso de sistemas complexos, como matrizes biol6gicas, onde a presenca e concentragdo de certas

espécies atingem a variabilidade maxima.
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N&o existe limite aparente para 0 maximo de dimensdes em que um dado pode ser gerado, mas
é convencional denominarmos ‘dados de ordens superiores’ para todos aqueles conjuntos com ordens
iguais ou maiores a dois. Um claro exemplo disto, € a obten¢éo de dados de terceira ordem através de
técnicas instrumentais como fluorimetria de excitagdo-emissdo com decaimento no tempo, onde neste
caso as dimensbes dos dados sdo trés: comp. de onda de excitagdo — comp. de onda de emissdo —

tempo, e sdo denominados métodos multi-modos ou N-way?.

2.3. Modelos Tridimensionais de Tucker*

Assim como existe uma diversidade de métodos quimiométricos aplicados a conjuntos de dados
de primeira ordem, para dados multi-modos ou multi-way ocorre 0 mesmo, embora em menor numero.
Métodos empregados para andlise exploratoria existem em maior nimero que métodos de regresséo, no
entanto a possibilidade de inserir restriges nestes modelos € muito grande, possibilitando criar modelos
bastante especificos e com grande performance analitica. O mais importante e abrangente destes
métodos sdo 0s modelos tridimensionais criados nos anos sessenta pelo psicometrista Layard R. Tucker,
que possibilitam a decomposi¢do de um tensor de dados em matrizes de loadings, facilitando a
interpretagdo dos resultados’.

Atualmente, estes modelos sdo conhecidos como Tucker1, Tucker2 e Tucker3. Os modelos
também podem ser coletivamente chamados de multi-way PCA ou como foi originalmente sugerido, de
Andlise de Fatores Tridimensional. O mais importante modelo € o Tucker3, sendo o Tucker2
caracterizado como um caso especifico do modelo de Tucker3. O modelo Tucker1 corresponde ao
simples desdobramento do tensor em uma matriz bidimensional, seguindo-se com a PCA.

A grande importancia dada ao modelo de Tucker3 ocorre devido a possibilidade de inserir certas
restricdes ao modelo, de forma que a maioria dos métodos quimiométricos de ordem superior podem ser
descritos como um modelo restrito de Tucker3. O modelo de Analise de Fatores Paralelos ou PARAFAC
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do termo em inglés Parallel Factor Analysis, ndo foge a regra e também pode ser descrito como um
modelo restrito de Tucker3d. Desta forma, para podermos entender a légica dos modelos
multidimensionais é necessario compreender a estrutura do modelo de Tucker3.

Como foi visto anteriormente, utilizando-se a técnica de fluorescéncia de excitagdo-emissao, a
medida de uma unica amostra gera uma superficie ou uma matriz de intensidades de fluorescéncia.
Extrapolando-se para um conjunto de amostras, temos a formagdo de um tensor tridimensional, definido
por trés dimensbes (amostras — comprimento de onda de excitagdo — comprimento de onda de emisséo),
com a formagao de um sélido tridimensional ou cubo.

Desta forma, inicialmente um tensor X de dimensdes / x J x K é criado, através da medida de
intensidade de fluorescéncia de varias amostras. Posteriormente, um modelo de Tucker3 de posto (ou
rank) D no primeiro modo, E no segundo modo e F no terceiro modo € aplicado a este tensor. Como este
conjunto de dados tem carater trilinear, os postos D, E e F ser&o iguais em todas as dimensdes, embora
existam casos em que o posto € diferentes em cada dimensao, como os problemas de sobreposi¢ao de

posto. Algebricamente, a estrutura do modelo de Tucker3 pode ser definida como:
X=AG(C®B) +E (4)
Onde:
e X é matriz desdobrada de dimensdes / x JK do tensor de dados (/ x J x K);
e G éuma matriz D x EF de um tensor nucleo de dimensoes (D x E x F);
e A B e Csao as matrizes de loadings geradas pelo modelo;
e E éamatriz de erros do modelo;
e ® é o0 operador de Kronecker, descrito no Apéndice A1.

Nesta estrutura, os elementos do tensor nucleo G definem como os vetores individuais de loadings

irdo interagir entre os modos / x J x K. Na equacéo 4, A tem dimensoes / x D, B apresenta as dimensdes
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Jx E e Ctem K x F, sendo que estas matrizes possuem os loadings no primeiro, segundo e terceiro
modo, respectivamente. A Equacao 4 é valida somente quando A, B e C sdo ortogonais, 0 que néo €
necessariamente obrigatério em um modelo de Tucker3. Graficamente, 0 mesmo modelo de Tucker3

pode ser descrito através da Figura 4:

e
= & ] +

4
@*0&

[
Im

Amostras

A

Comp. de onda de emissdo

Figura 4. Representacdo da decomposicéo efetuada pelo método de Tucker.

Modelos de Tucker3 restritos sdo desenvolvidos utilizando-se ou regras para a decomposicao,
como unimodalidade e ortogonalidade, ou ainda, inserindo diferentes valores de postos no tensor G para
a decomposigao das matrizes de loadings. O modelo PARAFAC pode ser considerado como apenas mais

um destes casos particulares de restrigéo.

2.4. Modelo de PARAFAC

Embora mais simples, 0 método de analise de fatores paralelos - PARAFAC é a mais estavel e
robusta forma de analise e decomposicdo espectral aplicado a dados multidimensionais ftrilineares,
proposta inicialmente por psicometristas nos anos setenta, embora as primeiras aplicagdes realizadas
pelos quimicos® ocorressem apenas a partir dos anos noventa.

PCA e PLS bilineares sdo obrigatoriamente sequenciais, ou seja, cada novo fator adicionado ao
modelo é projetado ortogonalmente ao anterior, de modo que a variéncia explicada total € somada em

cada modelo. Assim como o modelo de Tucker3, PARAFAC pode ser considerado como “not nested” ou
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seja, seus componentes ndo sdo obrigatoriamente ortogonais, de modo que a variédncia somada para
cada componente ndo é igual a variancia total do modelo.

PARAFAC pode ser considerado uma versao restrita do método geral Tucker3, sendo que a
matriz do tensor nucleo G desdobrado € uma matriz super-identidade. Isso torna 0 modelo menos flexivel
pois utiliza menos graus de liberdade, o que determina solugdo Unica do sistema. Se por um lado esta
caracteristica € a grande vantagem na modelagem de dados espectroscdpicos, por outro se mostra
desvantajosa, pois € necessario um conhecimento a priori do sistema, na escolha do numero correto de
fatores para efetuar a decomposigao dos dados.

A estrutura do modelo PARAFAC ¢ dada quando o tensor G do modelo de Tucker3 (Equagéo 4)
apresenta em sua superdiagonal somente valores unitarios e nas outras posi¢des zeros, de modo que o
posto é 0 mesmo nos trés modos A, B e C. Deste modo o tensor nucleo G pode ser faciimente eliminado
da estrutura matematica do modelo, pois 0 modelo é um produto direto das matrizes de loadings, descrito

por:
X =A(C|®B) +E (5)
Neste caso, as matrizes de loadings sdo mantidas constantes em rela¢do a Equagéo 4, trocando-

se apenas o operador de Kronecker pelo operador de Katri-Rao, descrito no Apéndice A2. Este modelo

também pode ser representado graficamente através da Figura 5, onde o nimero de colunas das

C
<
ﬁ —1
b, o B
+ + E =
d: =~ ”A

Figura 5. Dados tridimensionais X sendo decompostos por um modelo PARAFAC com dois fatores mais

matrizes de loadings é igual entre si.

I><
I

um tensor residual E.
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A estrutura matematica do modelo é constituida por uma matriz de scores ou loadings A, e duas
matrizes de loadings B e C, descritas pelos elementos ai, bf € ck (Equagdo 6), respectivamente. A
otimizagdo do modelo é obtida pela minimizacdo das somas dos erros quadraticos do modelo, ejk, no

modelo:
F
X, :fZa,fb,,ck, +€, (6)
=1

Onde xix € um elemento do tensor de dados definido pelas dimensées I x J x K.

O algoritmo usado para esta otimizagdo do modelo PARAFAC é o Alternating Least Squares
(ALS), que inicializa assumindo os loadings em dois modos e usa-o0s para estimar os loadings do préximo
modo, até a minimizag&o dos residuos. Isto é feito para cada modo, até a convergéncia total gerados, ou
seja, sem ocorrer mudangas significativas. Em algumas situagdes, certas restricdes como néo-
negatividade, unimodalidade e ortogonalidade podem ser usadas para melhorar a convergéncia do
algoritmo e/ou obter uma melhor interpretagéo fisica dos loadings, como semelhangas espectrais, perfis
de pH ou tempo de retencao.

O PARAFAC também pode ser usado para a quantificagéo e, neste caso, 0s loadings do modo de
concentragdo ou scores obtidos ap6s a decomposi¢do sdo relacionados com as concentragdes
conhecidas do grupo de calibragdo. Novas amostras de concentragdo desconhecida podem ser
analisadas com a insercao destas amostras em um tensor contendo as amostras de calibragao, de modo
que tanto as amostras desconhecidas como as de calibragdo s&o usadas na decomposi¢ao. Reduzindo-

se desta maneira a presenca de erros sistematicos.
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2.4.1. Escolha do Numero de Fatores

O principal problema enfrentado nas aplicag6es utilizando PARAFAC ¢ a escolha do numero ideal
de fatores para a decomposic@o. Uma escolha errénea pode gerar interpretagdes falsas do sistema em
estudo, inviabilizando totalmente a analise. Em certos sistemas, onde a composicdo da amostra é
desconhecida, somente o conhecimento do analista ou técnicas de validagdo cruzada, como split-half, ou
ainda, a estimativa através do diagndstico do tensor nucleo tem se mostrado eficiente. Embora existam
outros métodos para sugestdo do numero de fatores, como analise de posto, anélise de residuos e
validacdo cruzada, os resultados obtidos por estes métodos sd&o mais ténues, ndo servindo como
resposta Unica.

Em experimentos com split-half’, é escolhido um intervalo a de fatores para a decomposicao e o
grupo de dados € dividido em b sub-tensores, realizando-se 0 modelo PARAFAC para cada conjunto de
dados b, resultando em um numero total de axb diferentes modelos para analise. A escolha do nimero
6timo de fatores se da pela comparagao dos valores de loadings, onde o numero ideal é aquele em que
houver a menor mudanga nos perfis dos loadings gerados, de acordo com o principio da solugao Unica ou
uniqueness. Outro importante parametro na escolha dos fatores € o diagndstico de consisténcia do tensor
nucleo, ou termo em inglés Core Consistency Diagnostic - Corcondia®, como indicativo da trilinearidade
do modelo, de modo que os elementos da superdiagonal da matriz nicleo de um modelo Tucker3
deverdo ser o mais proximo possivel do valor unitario e os elementos externos da superdiagonal, ser
proximos a zero. O Corcondia é definido pela Equagédo 7 como:

iii(gdef _tdef)z

Corcondia =100 # | 1— L= — (7)
2.2 2t

d=1 e=1 f=1

Onde guer € 0 elemento da matriz core calculado usando 0 modelo Tucker3 com os loadings obtidos pelo
PARAFAC e definido pelas dimensdes (d-e-f), tsef € 0 elemento de um tensor binério com zeros em todos
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os elementos e uns na superdiagonal (o ideal) e F é o niumero de fatores do modelo. O modelo PARAFAC
ideal é valido se guef € proximo a fger€ neste caso, o valor do diagnéstico core deveréa ser de 100%.

Um outro pardmetro que pode ser usado para a escolha do nimero de fatores a serem utilizados
para a decomposicao, € a porcentagem de variancia explicada pelo modelo (Fit)8, ou seja, como os dados
experimentais podem ser explicados pelo modelo criado pelo numero de fatores escolhidos, sendo

descrito pela seguinte fungao:

(8)

onde Xjx € o jjk-esimo elemento experimental e ~ % & o jjk-ésimo elemento predito pelo modelo.

2.5. Multi-Linear PLS?®

Multi-linear PLS ou N-way PLS (N-PLS) é um método quimiométrico supervisionado para
construcdo de modelos de regressao para dados de ordens superiores, realizado entre grupos de pares:
variaveis independentes (chamado de X) e dependentes (chamado de y). N-PLS é uma extenséo do
algoritmo bidimensional PLS para casos onde o grupo independente € um tensor de ordem maior que
dois, que objetiva encontrar méaxima covariancia entre as variaveis dependentes. No caso da calibragao
com EEM, o grupo independente é um tensor de trés dimensdes formado pelas medidas de intensidade
de fluorescéncia de varias amostras e o0 dependente € um vetor de concentragdes. Neste caso, 0 modelo

é descrito por:

Wz Wy

ma)é[cov(ta ,y%min(iii(xﬁk - ta,iWaJ,jWS,k )Zﬂ 9)
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ondey (I x 1) é o vetor de concentragao, ta (I x 1) sdo os scores do modelo PLS, wia (J x 1) e wX; (K x 1)
sao os vetores de pesos do PLS para o a-ésimo fator do modelo nas dimensées J e K, respectivamente.
O termo fator também pode ser denominado de variavel latente (LV) no PLS bidimensional ou no N-PLS.

Diferente do PARAFAC, a escolha para o nimero de fatores ndo € diretamente proporcional ao
numero de espécies fluorescentes, podendo ser escolhido um nimero menor ou maior de fatores. Um
numero superior de fatores pode ser necessario para explicar certas ndo linearidades como supressao de
fluorescéncia, espalhamentos Rayleigh e/ou Raman e um menor nimero pode ocorrer devido a presencga
de espectros altamente correlacionados no sistema em estudo, como é o caso deste trabalho. A escolha
adequada do numero de fatores deve proporcionar uma modelagem conveniente sem sobre-ajustar
(overfiting) o modelo, encontrando um subespago em X que possa ser usado para a regressao.

O método mais empregado para encontrar 0 nimero adequado de fatores é a validagdo cruzada
com o procedimento leave-one-out? onde a partir das amostras de calibragdo, uma amostra é retirada e o
modelo € desenvolvido com diferentes nimeros de fatores. A concentracdo da amostra que foi retirada €
prevista e por comparagdo com o valor esperado, a raiz quadrada da média dos erros quadraticos gerada
por validagdo cruzada (RMSECV) é estimada para cada fator estudado. Este procedimento é repetido
para todas as amostras e um erro médio é calculado, dando-se a escolha ao nimero de fatores que

apresentar o menor RMSECV.

2.6. Figuras de Mérito para Métodos Multidimensionais

Metodologias alternativas necessitam ser validadas para comparagdo com metodologias
estabelecidas, sendo que o mais usual processo para comparagdo entre métodos analiticos é a
determinagéo das figuras analiticas de mérito (Figures of Merit - FOM), como sensibilidade, seletividade e
limite de detecgdo (Lp). Em calibragdo multivariada, o célculo do Net Analyte Signal (NAS) é
estritamente necessario para a obtencdo das FOM. A obtencdo do NAS para dados multidimensionais é
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analoga as obtidas para procedimentos de primeira ordem’, que é definida como a parte do sinal analitico
que é unicamente relativo ao analito de interesse. As equagdes 10 e 11 mostram o procedimento para o
célculo do NAS para os métodos PARAFAC e N-PLS.

Para dados multi-modos bilineares, 0 NAS € o produto de Kronecker dos loadings obtidos para o
analito de interesse gerado pelo PARAFAC. A sensibilidade (SEN) é estimada como o valor de NAS na
concentragdo unitaria, como mostrado na Equacdo 12, e a seletividade (SEL) é a razéo entre a

sensibilidade e o sinal total, exemplificada na Equagao 13.

NAS:DARAFAC =a, (Bj ® Ck ) (10) HNASiN.pLs HF = ﬁ (11)
E

NAS
SEN=|NAS|. (1) seL - N : (13)
F

onde NAS é a matriz referente ao analito de interesse; N € a matriz do sinal total em uma determinada

amostra; e || . é a norma de Frobenius, definida no Apéndice A3.

Para o N-PLS, a sensibilidade é calculada da mesma forma que para primeira ordem, por
exemplo, o inverso da norma do vetor dos coeficientes de regress@o. Neste caso, a matriz dos
coeficientes de regressédo gerada pelo N-PLS é transformada em um vetor. Multiplicando este pardmetro
com a concentragao do analito, se obtém o NAS. A partir do NAS, é possivel se calcular a seletividade,
dada pela Equagéo 11.

O limite de detecgéo'" (Lp) pode ser calculado como:

Lo=3,3s0) (14)
onde s é o desvio padrdao da concentracdo estimada para trés amostras de branco, através dos

modelos de PARAFAC e N-PLS.
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3. Determinagao de Doxorrubicina

3.1. Introdugao

Doxorrubicina (DXR) ou adriamicina € um antibiético citotoxico antraciclico largamente
empregado na pratica clinica, apresentando atividade em uma larga faixa de neoplasmas humanos,
incluindo uma grande variedade de tumores solidos. Doxorrubicina foi primeiramente isolada nos anos
sessenta’, constituindo-se de uma molécula anfotera, com um ndcleo naftacenodiona, ligado através do
carbono C7 a uma cadeia hidrofilica aminoglicosidica, e cujo nome quimico é (8S, 10S)-10-[(3-amino-2-3,
B-trideoxi-a-L-lixo-hexopiranosil) oxi]-8-glicosil-7, 8, 9, 10-tetrahidro-6, 8, 11-trihidroxi-1-metoxi-5, 12-

naftacenodiona2, como mostrado na Figura 6.

Figura 6. Formula estrutural de uma molécula de doxorrubicina.

O objetivo da determinagdo e monitoramento das antraciclinas ocorre devido a seus efeitos
toxicos comumente observados depois de prolongado tratamento, como toxicidade no miocardio,
disturbios no crescimento dos cabelos e supress@o espermatogénicad. A eficacia clinica de doxorrubicina
é relativa @ sua concentragdo no tecido tumoral, no entanto, o metabolismo do farmaco e,

conseqlientemente, sua concentracdo, variam de paciente para paciente, tendo de ser estudada
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isoladamente4. Desta forma, varias metodologias tém sido desenvolvidas para a determinagdo de DXR
em fluidos biolégicos, na forma pura e em formulagdes farmacéuticas, usando cromatografia liquida de
alta eficiéncia 5678, eletroforese capilar, 101" UV/VIS'2 e Raman'3. Em uma recente revisdo, Zagotto* e
coaut. reportaram os ultimos desenvolvimentos na determinagdo de antraciclinas, usando figuras de
mérito para a validagao e comparagéo entre os varios métodos analisados. Atualmente, figuras de mérito
aplicadas na analise quimiométrica em multi-modos s&o bastante escassas, embora seja um processo
importante para a validacdo e comparagéo entre diferentes metodologias.

A determinagéo de DXR em fluidos bioldgicos tem sido somente reportada utilizando métodos de
separacdo fisica, de forma que o desenvolvimento de um método n&o invasivo, de baixo custo e rapido,
para a determinagdo de DXR em fluidos biologicos podera ser vantajoso, pois passos de separagdo
cromatogréfica ou extracdo sdo relativamente demorados e complexos. A espectroscopia de
fluorescéncia € um método instrumental de alta sensibilidade e seletividade, rapida e de baixo custo, que
se mostra uma opgao interessante, em vista que DXR é fluorescente.

Entretanto, um método baseado na medida direta da intensidade de fluorescéncia para a
determinagdo de DXR em plasma sangiiineo, como é o caso das amostras reais, usando-se calibragdo
univariada em um unico comprimento de onda de emissdo pode apresentar desvios sistematicos (ou
bias), devido a interferéncia gerada pela fluorescéncia natural do plasma, de forma que podem ser
obtidos resultados insatisfatérios. O plasma humano € composto de uma variedade de componentes e
alguns apresentam uma significante contribui¢do para a fluorescéncia total do plasma. A fluorescéncia do
plasma humano pode ser dividida em duas partes: uma parte compreende uma alta intensidade de
fluorescéncia na regido do ultravioleta, basicamente devido a presenga de triptofano ligado as proteinas.
A outra parte ocorre na regido do ultravioleta proximo e parte do espectro visivel, em consequéncia de
uma série de componentes, como flavinas (FMN, FAD e vitamina B2), NADH e bilirrubina, entre outros'.
Estes componentes presentes no plasma podem mudar significativamente de individuo para individuo, e
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as variagbes podem ocorrer devido as caracteristicas intrinsecas de cada individuo ou pelo mau
funcionamento de certos 6rgdos, como foi verificado por Madhuri's, que relatou as diferengas entre
voluntérios normais e individuos com doencas do figado, através das caracteristicas naturais da
fluorescéncia do sangue.

Além disso, métodos de calibragéo de primeira ordem, como PLS'6, também n&o sao funcionais
nestes casos, pois além de requererem que todas as espécies detectadas (analitos e interferentes)
estejam presentes em ambos os conjuntos de calibragdo e nas amostras de composigéo desconhecidas,
ainda é necessario 0 conhecimento das suas concentragdes no conjunto de calibragao que, neste caso é
praticamente impossivel. Um procedimento utilizado para evitar esta restricdo € o emprego de dados de
segunda ordem'’, através da obtencdo de matrizes de excitagdo-emissdo (EEM), combinado com o uso
de métodos quimiométricos de ordem superior. Com isto, a analise quantitativa destas espécies pode ser
realizada sem o conhecimento prévio da composicdo das amostras, como foi visto no Capitulo 2 deste
trabalho. A analise qualitativa também pode ser realizada, resultado da decomposicdo espectral dos
dados para um melhor entendimento do sistema.

Vérios métodos e algoritmos tém sido propostos para serem aplicados em grupos de dados de
segunda ordem, baseados na solugéo algébrica direta, como TLD ou GRAM'8 ou em métodos iterativos,
como PARAFACS, MCR2 ou ainda N-PLS2'. Os métodos baseados em algoritmos iterativos tém sido
mais largamente empregados, pois apresentam menor propensédo de sofrerem variagdo devido a ruido
instrumental (robustez) e desvios dos dados, apresentando um grande numero de aplicagdes praticas em
HPLC-UV/VISZ2, Anélise em Injegéo de Fluxo (FIA)2® e Espectrosmetria de Massas Acoplado (MS-MS)#4.
Também ¢é possivel encontrar varias aplicagdes com fluorimetria de excitagdo-emisséo, incluindo

monitoramento ambiental?526.27 analise de amostras bioldgicas 282230 e quantificagdo de farmacos 3'.
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Neste trabalho, € proposto um método para a determinagdo de DXR em plasma humano baseado
em fluorescéncia molecular de excitagdo-emisséo, sendo validado através da obtengéo de figuras de
meérito.

O PARAFAC foi aplicado para a decomposicdo e quantificagdo de DXR, utilizando varios
parédmetros para a escolha do numero ideal de componentes a serem empregados na decomposi¢éo dos
dados, como o método de split-half, o diagndstico de consisténcia do tensor nucleo (Corcondia) e a
andlise dos residuos. Todos os resultados obtidos pelos pardmetros utilizados convergiram para a mesma
concluséo, de que dois fatores seria a melhor opgdo para a decomposigdo dos dados. Realizada a
decomposic¢do, um componente foi identificado como doxorrubicina e outro como a soma de duas
espécies fluorescentes presentes no plasma. Para a quantificagéo, foram utilizados os loadings do modo
das amostras (scores) para estabelecer uma relagao univariada com as concentragdes de DXR, obtendo-
se um modelo com bom desempenho, em uma faixa com niveis baixos de concentragao.

Também foi empregado o método de regresséo multilinear N-PLS para a quantificagdo de DXR,
sendo que o numero 6timo de variaveis latentes para a regresséo foi encontrado através do procedimento
de validagdo cruzada. Utilizando dois fatores para a regressdo, foram obtidos resultados um pouco

melhores em relagédo aos obtidos pelo PARAFAC.

3.2. Experimental
3.2.1. Aparatos

Os espectros foram registrados em um espectrometro de luminescéncia Perkin-Elmer LS 55, com
uma cubeta de quartzo de 10 mm, a 23+1 °C. O software empregado para as medidas foi o FL WinLab
(Perkin-Elmer), e os espectros foram importados para o Matlab verséo 6.1, utilizando uma rotina
desenvolvida individualmente. O ‘N-way toolbox’, desenvolvido e disponibilizado por Rasmus Bro e Claus

Andersson em http://www.models.kvl.dk/source foi empregado para o desenvolvimento dos calculos com
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PARAFAC e N-PLS. Todos os programas foram rodados em um microcomputador IBM compativel, AMD

Thunderbird 1,3 GHz com 128 Mbytes de memoria RAM.

3.2.2. Reagentes e Solugdes

Cloridrato de doxorrubicina foi cedido na forma de pé cristalino, pelo Instituto de Tecnologia do
Parana (TecPar) - Brasil. Uma solugdo estoque de concentragdo de 150 ug mL-' foi preparada pela
dissolugéo de cloridrato de doxorrubicina em agua e estocada em vidro a —20°C e protegida da luz por no
maximo uma semana. Agua desionizada (Millipore®) foi usada em todos as preparagdes experimentais.
Todas as vidrarias usadas foram estocadas previamente com uma solugdo 10% v/v HNO3 por pelo menos

62h e lavadas com agua destilada.

3.2.3. Amostras

Dez amostras de sangue foram obtidas de voluntérios saudéveis através do Hospital das Clinicas
na Universidade Estadual de Campinas — Brasil. Cada amostra continha inicialmente em torno de 5 mL de
sangue, de modo que no mesmo dia de coleta, foram centrifugadas por 20 minutos a 3500 rpm. Cerca de
2.5 mL do sobrenadante foram transferidos para um tubo de coleta de soro e estocados a —20°C até o

momento em que 0s ensaios foram realizados.

3.2.4. Procedimento

Doxorrubicina é usada na dosagem média de 60 a 75 mg m-2 de area corpdrea, de modo que um
adulto receberia em torno de 20 ug mL-" de sangue (supondo-se que um adulto teria em tornode 4 a5 L
de sangue). Somente uma fragdo da concentragéo inicial do farmaco injetada por via parenteral estara

presente no plasma, de modo que a faixa de concentragé@o escolhida ndo deveria ultrapassar 50% da
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dose inicial. Neste estudo, foram escolhidos 10 amostras, nas quais a concentragdo de doxorrubicina
variou entre 0,75 e 11,25 ug mL-'. Estas amostras foram obtidos pela adigdo apropriada de uma solugéo
estoque de DXR em 2,00 mL de plasma, diretamente em uma cubeta de quartzo e homogeneizados por
meio com uma micro barra magnética. Os espectros de EEM foram obtidos na faixa de excitacdo de
390,0 a 500,0 nm, em incrementos regulares de 2,0 nm e a emissdo de 510,0 a 650,0 nm com
incrementos regulares de 0,5 nm. As fendas de excitagdo e emissao permaneceram constantes a 10 nm,

juntamente com a velocidade de varredura, de 900 nm min-".

3.3. Resultados e Discussao
3.3.1. Fluorescéncia Natural do Plasma Humano
A Figura 7 mostra um espectro tridimensional da fluorescéncia de uma amostra de plasma

sangUineo humano sem diluicdo e sem a presenca de DXR.. .

200
ETRY ||

1ol B

Intens. de fluorescéncia

Figura 7. Espectro tipico de fluorescéncia de excitagdo/emissdo do plasma humano, em individuos

saudaveis.
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E possivel observar que existem duas bandas, com maximos de intensidade no comprimento de
onda de excitagao/emissao préximo a 440/515 nm e outro préximo a 390/515 nm. Por comparagdo com
perfis de excitagdo/emissdo das espécies normalmente encontradas no plasma, as bandas observadas

podem ser atribuidas principalmente a presenca de bilirrubina (Figura 8.a) e riboflavina (Figura 8.b).
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Figura 8. Espectros de fluorescéncia de bilirrubina (a) e riboflavina(b).
Também é possivel observar a presenga do espalhamento Rayleigh na faixa de 490 a 500 nm

para comprimentos de excitacdo e 510 a 520 nm para comprimentos de emissdo. O espalhamento

38



Capitulo 3 Determinacdo de Doxorrubicina

Rayleigh ndo apresenta um carater trilinear, caracteristico da EEM, de modo que as areas onde este
espalhamento estava presente foram trocadas por valores ausentes, em ambiente Matlab®.

Quando utilizados os algoritmos encontrados no N-way toolbox, os valores ausentes s&o
inicialmente trocados por valores randémicos. Apds cada interagao, um novo modelo é desenvolvido e 0s
valores ausentes sdo trocados com as estimativas do modelo, até a convergéncia. E importante salientar
que os elementos desta parte triangular da figura 7 ndo podem ser substituidos por zeros. Embora os
valores de emissdo abaixo da area do espalhamento Rayleigh sejam muito préximos a zero, pois a
fluorescéncia abaixo dos comprimentos de excitagdo néo existe, a substituicdo destes numeros por zeros
implica em perda de trilinearidade do modelo a ser obtido. Conseqiientemente, um modelo PARAFAC
que utiliza dados experimentais podera apresentar certa instabilidade na convergéncia dos loadings nesta

area.

3.3.2. PARAFAC
3.3.2.1. Selegao do Numero de Fatores

Quando se utiliza o método PARAFAC, € necessario primeiro definir o nimero de fatores
necessarios para a constru¢cdo do modelo. Esta escolha é de fundamental importancia, pois todas as
conclusbes obtidas sobre o perfil dos loadings e sobre os resultados da quantificagdo, estardo
diretamente relacionadas com o numero de fatores escolhidos para a decomposig&o.

No PARAFAC (N-way toolbox), & possivel utilizar véarias restrigbes ao modelo, como nao
negatividade, unimodalidade e/ou ortogonalidade. Nesta aplicagdo, foi preferido um modelo n&o restrito,
pois resultados mais realisticos podem ser obtidos, em vista que a propria estrutura do efeito de
fluorescéncia (equagdo 3) ja apresenta uma estrutura trilinear, permitindo a obtencdo de uma solugéo
Unica. A ortogonalidade em dados espectrais ndo apresenta aplicabilidade e baseando-se em

conhecimento anterior, sabe-se que 0s espectros de excitagdo e emissdo nao sdo unimodais. Desta
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forma, somente a ndo negatividade poderia ser tentada, mas nenhum ganho na qualidade do modelo foi

obtido quando aplicada, em relagdo a um modelo néo restrito.

3.3.2.1.1. Porcentagem de Ajuste do Modelo

Vérios modelos néo restritos foram desenvolvidos para os dados obtidos por EEM, utilizando-se
de um até cinco fatores para a decomposicéo e a porcentagem do ajuste (%Fit) foi utilizada como um
fator inicial de escolha do nimero de componentes a serem selecionados. A % de ajuste descreve o
quanto o modelo pode reproduzir os dados experimentais e é definida pela equagéo 8 (Capitulo 2). A
equacao 8 sé pode ser utilizada quando valores ausentes nao estao presentes nos dados experimentais,
pois nenhum célculo é possivel de ser realizado com valores ausentes. Deste modo, primeiro um modelo
PARAFAC foi desenvolvido com os valores ausentes e depois para a % de ajuste, os valores ausentes

foram trocados por zeros. Os resultados sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Ajuste (%) e diagnéstico de consisténcia (Corcondia) para 1 a 5 fatores.

Niimero de Fatores 1 2 3 4 5
Ajuste (%) 94,77 98,75 99,39 99,68 99,86
Corcondia (%) 100 100 0,83 2,78 0,59

E possivel notar que o parametro porcentagem de ajuste ndo é conclusivo para a selecdo do

numero de fatores, desde que % de ajuste obtida &€ maior que 99% utilizando-se acima de 2 fatores.
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3.3.2.1.2. Diagnéstico de Consisténcia do Tensor Nucleo (Corcondia)

Todo o tensor de dados (10x56x282) foi empregado para a anélise da consisténcia do tensor
nucleo, utilizando-se um até cinco fatores, com os valores calculados de acordo com a Equagéo 7 (Cap.
2). Os resultados podem ser verificados na Tabela 1. A anélise do pardametro Corcondia indica que dois
fatores sdo necessarios, pois a utilizagdo de mais fatores conduz a um grande decaimento deste valor e,
portanto, na trilinearidade dos dados modelados. Dois fatores apresentam um valor de Corcondia de
100%, representando um perfeito modelo trilinear, enquanto que utilizando-se trés ou mais fatores, este

parametro diminui para valores menores a 3%.

3.3.2.1.3. Anélise por Split-half 3

Inicialmente, o tensor dos dados de fluorescéncia com dez amostras (dimensao 10x56x282) foi
dividido em 4 grupos denominados A, B, C e D, onde cada um destes grupos apresenta cinco amostras e
0 mesmo numero de comprimentos de onda de excitagdo e emissdo (nova dimensao para cada grupo:
5x56x282). O grupo A consiste da primeira metade das amostras e o grupo B foi montado com as
amostras da ultima metade. O conjunto C foi criado a partir das trés primeiras amostras do grupo A, mais
as duas ultimas do conjunto B. O grupo D consiste das duas ultimas amostras de A mais as trés primeiras
amostras de D.

Cada grupo original (A, B, C e D) foi dividido em 25 partes com dimensdes: (5x12x57), (5x12x56),
(5x11x57) ou (5x11x56), gerando 100 novos sub-tensores. No préximo passo, 100 modelos PARAFAC
nao restritos foram desenvolvidos para avaliar as similaridades entre os loadings. A Figura 9 mostra os
resultados obtidos utilizando de 1 até 5 fatores para 0 modo referente a emissdo. Somente quando se
utilizam dois fatores, todos os 100 modelos dos sub-tensores, convergem para 0 mesmo resultado. Estes
resultados confirmam que dois fatores sdo mais adequados, ja que para um nimero maior de fatores os
vetores de loadings divergem consideravelmente em relagdo ao subgrupo usado.
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Figura 9. Loadings do modo de emissdo, gerados pelo procedimento de split-half, na faixa de 1 a 5
fatores, em valores de unidade arbitraria.

Desta forma, a analise por split-half e a consisténcia do tensor nucleo indica o uso de dois fatores
para a decomposi¢do. Quimicamente, dois fatores sdo um numero conveniente, pois EEM apresenta dois

padrdes: a fluorescéncia da DXR e a fluorescéncia natural do plasma humano. Certamente, varios
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fluoréforos estdo presentes no plasma, no entanto, se seus espectros forem similares, entdo o modelo

PARAFAC né&o podera interpreta-los como fatores independentes, unindo-os em um Unico fator.

3.3.2.2. Decomposicgao e Calibracao

Como apresentado na segdo anterior, os parametros split-half, Corcondia e porcentagem de
ajuste revelam que dois fatores para um modelo néo restrito PARAFAC fornecem o melhor resultado para
a decomposicdo do tensor de dados. Desta forma, duas triades de loadings séo geradas como resultado
da decomposicdo. Cada triade consiste de trés vetores de loadings ortogonais (A, B e C), definidos por
concentragdo x comprimento de onda de excitagdo x comprimento de onda de emissao. Os dois vetores
de loadings referentes as dimensdes de excitagdo e emissao (neste caso B e C) para a DXR podem ser
combinados, através do operador de Kronecker (Apéndice 1), para obter uma superficie de loadings
referente ao perfil espectral de interesse. A Figura 10 mostra os resultados obtidos para este processo,
onde um fator é faciimente associado a DXR, como confirmado pela comparagdo com o espectro de

excitagdo/emissao do farmaco puro em &gua, apresentada na Figura 11.
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Figura 10. Superficie recuperada dos loadings do primeiro fator do modelo PARAFAC desenvolvido.
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Intens. de fluorescéncia

Figura 11. Espectro de fluorescéncia de DXR pura em agua (sem espalhamento Rayleigh).
O outro fator ndo € considerado como uma Unica espécie, mas sim como uma mistura dos

constituintes presentes no plasma, como bilirrubina e riboflavina (figura 12).
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Figura 12. Superficie recuperada dos loadings do segundo fator do modelo PARAFAC desenvolvido.
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A Figura 12 mostra o perfil de excitagdo/emissdo deste fator. E possivel observar que esta
superficie € muito similar a apresentada na Figura 7 - a fluorescéncia natural do plasma. Uma possivel
explicagdo para estes resultados é a similaridade dos perfis de excitagdo/emissao das espécies presentes
no plasma, de modo que o modelo PARAFAC nao permitiu resolver a separagéo dos fatores entre estas
espécies quimicas.

Os loadings do modo das concentragdes (scores) do primeiro fator foram usados para
estabelecer uma relagcdo linear com as concentragdes de DXR, gerando um modelo de regressao
univariado. Um procedimento de validagdo cruzada com leave-one-out das amostras foi realizado para
verificar a viabilidade de um modelo de calibragdo. Neste procedimento, dez modelos foram
desenvolvidos com uma diferente amostra de previsdo de cada vez, obtendo como resultado uma boa
curva de calibragdo (coeficientes de regressdo maior que 0,95), conforme Figura 13. Um RMSECV de
0,060 ng mL' e um erro relativo médio de previsao de 4,4%. Estes resultados indicam que é possivel

quantificar DXR em plasma humano, através dos scores obtidos pelo PARAFAC.
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Figura 13. Curva de calibragao para DXR obtida por validagao cruzada com leave-one-out.
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Nesta aplicagéo, foi observado que os constituintes do plasma causam supressao de emisséo de
fluorescéncia. Nossa primeira tentativa foi construir um modelo de calibragdo utilizando as amostras de
DXR preparadas em &gua. Pelo uso da vantagem de segunda ordem (Cap. 2), a DXR no plasma poderia
ser estimada através do modelo desenvolvido com as amostras preparadas em agua. No entanto, a
emissdo de fluorescéncia de DXR em agua é maior que em plasma e ndo foi possivel realizar a
quantificagdo. Somente utilizando-se as amostras de calibragdo feitas em plasma, um modelo eficiente foi
desenvolvido. Uma possivel alternativa poderia ser diluir as amostras de plasma para evitar os efeitos de

supressao, mas este procedimento poderia produzir um aumento nos limites de detecgéo, por exemplo.

3.3.3. Multilinear PLS (N-PLS)

Nos calculos envolvendo N-PLS, um procedimento de validagao cruzada, com leave-one-out foi
adotado para encontrar o melhor nimero de variaveis latentes (fatores) a serem usados na regressdo. Na
Tabela 2, os resultados da variancia explicada para ambos blocos X e Y, utilizando-se de 1 até 5 fatores
s80 mostrados.

Tabela 2. Variancia explicada para os blocos X e Y.

Numero de Fatores 1 2 3 4 5
Bloco X (%) 73,13 95,73 97,73 98,09 99,67
Bloco Y (%) 88,95 99,57 99,98 100,00 100,00

Baseando-se nestes resultados, foram escolhidos 2 fatores, pois eles produzem o menor erro de
predicdo e descrevem praticamente toda a variancia dos dados nos blocos X e Y. Com dois fatores, um

RMSECV de 0,045 pug mL e erro relativo médio de 2,0 % foram obtidos.
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Estes resultados do N-PLS sdo um pouco melhores em relagdo ao PARAFAC, porém eles devem
ser interpretados com cautela, pois somente 10 amostras foram usadas para o calculo dos erros.
Entretanto, estes resultados podem ser explicados, tendo em vista que o algoritmo do N-PLS é otimizado
para estabelecer uma relagéo entre os espectros de fluorescéncia e as concentragdes de DXR, e outras

fontes de variagéo ou ruido ndo séo incorporados no modelo.

3.3.4. Figuras de Mérito

Como mencionado nas sessdes anteriores, resultados pouco melhores foram obtidos com o
emprego do N-PLS. A Tabela 3 apresenta outras figuras de mérito, como sensibilidade, seletividade e
limites de detecgao e a precisédo expressa como repetibilidade (3 concentragdes/3 replicatas), calculadas
a partir das equagdes do cap. 2. Como pode ser observado, as figuras de mérito para ambos PARAFAC e
N-PLS sdo muito similares e somente a seletividade do N-PLS € maior que a do PARAFAC.

Tabela 3. Figuras analiticas de mérito.

Figura de mérito PARAFAC N-PLS
Sensibilidade (FLRa mL pg') 380 270
Seletividade 0,49 0,70

Limite de detecgéo (ug mL) 0,032 0,032
Preciséo (%) 2,0 2,0

aFLR ¢ a intensidade de fluorescéncia (unidade arbitraria).

Estes resultados podem ser comparados com outros métodos desenvolvidos para a
determinagao de DXR. Existem métodos baseados na separagéo por HPLC com deteccdo de ES-MS® e
baseado na eletroforese capilar com LIF? que apresentam limites de detecgé@o na ordem de 0,001 pug mL-*
e sensibilidade na faixa de 0,0001 a 0,0030 ug mL. Também podem ser encontrados métodos com

deteccdo UV-VIS'2 e Raman'3, cujos limites de deteccdo estdo no intervalo de 0,030 a 0,060 ug mL-" e
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sensibilidade na ordem de 0,006 pg mL*. O método EMM fluorescéncia/quimiometria proposto neste
trabalho pode ser eficientemente comparado com estes ultimos métodos. Os outros métodos que
envolvem separagéo, apresentam limites de deteccdo muito baixos. Entretanto, todos eles requerem
procedimentos de manuseio e pré-tratamento das amostras, bem como passos de separacdo para

possibilitar o incremento dos limites de detecgéo.

3.4. Conclusoes

Este trabalho demonstra que o uso de fluorimetria de excitagdo-emissdo e analise
multidimensional € uma poderosa ferramenta para a analise de farmacos em plasma, ja que muitas delas
apresentam fluorescéncia naturalmente.

A decomposigéo utilizando PARAFAC resultou em dois fatores, um devido a DXR e outro devido
aos dois constituintes presentes no plasma. Isto demonstra que a conjuncdo de varios procedimentos
como analise de % ajuste, Corcondia e analise por spli-half conduzem a uma estimativa mais realistica do
numero de fatores em um modelo PARAFAC.

As figuras de mérito calculadas para ambos PARAFAC e N-PLS foram similares e os resultados
mostram-se consideravelmente satisfatdrios, baseando-se na complexidade das amostras analisadas.
Eles poderiam ser empregados para muitas aplicagdes reais, como investigagdes farmacocinéticas em

pacientes com cancer.
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4. Determinagao de Riboflavina

4.1. Introdugao’

Riboflavina (ou vitamina B2) € uma importante vitamina do complexo B, exercendo na forma de
suas coenzimas riboflavina mononucleotideo (FMN) e flavina adenina dinucleotideo (FAD), fungao
intermediaria na transferéncia de elétrons nas reacgdes biologicas de oxi-redugdo dentro do citoplasma
celular, apresentando o mesmo grupo fluorescente, de acordo com a Figura 14. Assim como toda
vitamina do complexo B, riboflavina é sintetizada por microorganismos e vegetais superiores, mas nao por
animais, que devem obté-la através dos alimentos. As melhores fontes naturais de riboflavina séo os
fermentos, mas estes ndo constituem elementos de consumo freqiiente na dieta humana. Desta forma,
lacticinios e carnes sdo os maiores contribuidores de riboflavina, sendo que os derivados do leite sdo

responsaveis por mais de 50% da fonte natural de vitamina B, na dieta do homem ocidental.

oH
HO O Riboflavina: X=H; IH;
"X FMN: X=POy3; .
FAD: X= ( | RN
'OH 5 =y ;
0. N_ N Y I o
T Ui P00
Hi -~ 55 i
i HO oH
i

Figura 14. Formula estrutural da molécula de Riboflavina, FMN e FAD.

Riboflavina apresenta-se como uma substancia estavel perante processos de aquecimento
térmico, como pasteuriza¢do, evaporagao ou condensagao, tendo estes processos pequenos efeitos na
varia¢do de sua concentracdo no leite. Em contrapartida, consideraveis perdas podem ocorrer se estas

etapas estiverem expostas a luz, como por exemplo, a secagem de alimentos a luz solar, pois riboflavina
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é faciimente degradada na presenca de luz, perdendo a sua importancia biolégica. Outra importante
perda de riboflavina em processos de elaboragdo na industria de alimentos ocorre devido ao carater
hidrossoluvel da vitamina, podendo ser encontrada em grandes concentragdes em aguas de cozimento
de carnes e vegetais. Desta forma, € interessante ndo apenas controlar a sua presenca natural em
alimentos, mas também estudar a influéncia de varios processos de manufatura e armazenamento na
oscilagao de sua concentragao.

Em adicdo, estudos tém revelado que a alteracdo de certas caracteristicas organolépticas
presentes no leite2 bovino e em outras bebidas, como vinhos3, estéo relacionadas com a fotodegradagao
de riboflavina, que atua como um sensibilizador fotoquimico, provocando a degradagéo de determinados
compostos. Em paralelo, as variagdes de riboflavina podem servir de indicadores de varios parametros
citados como influentes na sua degradagdo, como a fonte e quantidade de luz, condicbes de manejo,
processo de tratamento térmico e condi¢des de armazenamento2. Conseqlientemente, a determinagéo de
riboflavina em amostras de leite bovino é tanto de interesse nutricional, como um indicativo da qualidade
desses alimentos.

Além de agua, carboidratos, gorduras, sais e proteinas, o leite apresenta uma grande
concentragdo de vitaminas e amino&cidos; esse meio altamente rico de proteinas, principalmente caseina
(82%), acaba gerando a supresséo da fluorescéncia da riboflavina. Além disso, em materiais bioldgicos, a
maior parte de riboflavina encontra-se ligada as proteinas, na forma de suas coenzimas também
fluorescentes FMN e FAD, de modo que é necessaria a separagdo destas e a conversao das coenzimas
em riboflavina livre, caso seja de interesse a determinagéo de riboflavina total. Para contornar o problema
da presenga das proteinas (supressdo) e realizar a conversdo das flavinas em riboflavina, é usual a
adicdo de acido tricloroacético (TCA) as amostras, realizando a precipitagdo das proteinas e hidrolisando

as flavoenzimas para a forma de riboflavina livre'?,
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Vérias metodologias tém sido desenvolvidas para a quantificagdo de riboflavina em alimentos em
geral, como leite, iogurtes, ovos, farinhas, bebidas, carnes, entre muitos outros produtos, mas também em
fluidos bioldgicos, como sangue e urina*5. Apesar da variedade de aplicagées, basicamente as mesmas
técnicas analiticas sdo usadas, como HPLC-FLR67, HPLC-UV89.10 ¢ CE-LIF311.12 que exigem demorados
e custosos processos de separagao e determinagdo. No controle de qualidade na industria de alimentos,
é de interesse métodos que possibilitem a obten¢do de resposta instantdnea de um sistema quimico,
mesmo na presenca de interferentes, que seja de baixo custo e com baixa geracao de residuos; como
processos roboticos automatizados'3 para o monitoramento de certos parametros.

Neste trabalho é proposto um método para a determinag&o direta de riboflavina livre em amostras
de leite bovino desnatado e integral, através de fluorimetria de excitagdo-emisséo e 0 método de Analise
de Fatores Paralelos (PARAFAC). Pardmetros como Corcondia* e porcentagem de ajuste (Fit%)1® foram
utilizados para a escolha de numero ideal de fatores a serem utilizados para a decomposi¢do dos dados
obtidos, de modo que dois fatores mostraram-se como a melhor opg¢ao. Um fator foi associado a presenca
de riboflavina e outro devido a outras espécies fluorescentes presentes no leite.

O método da adi¢do padréo (spiking) foi empregado para a quantificacdo, através de varias
adigdes de uma solugao de referéncia de riboflavina em uma Unica amostra de leite. Para a construgao do
modelo de calibragdo, os scores referentes a estas amostras foram utilizados para estabelecer uma
relagdo linear com as concentragdes das adi¢des, de modo que as novas amostras foram estimadas pela

extrapolagao da curva de calibrag&o.
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4.2. Experimental
4.2.1. Aparatos

Os espectros foram registrados em um espectrémetro de luminescéncia Perkin-Elmer LS 55, com
uma cubeta de quartzo de 10 mm, a 23+1 °C. O software empregado para as medidas foi o FL WinLab
(Perkin-Elmer), e os espectros foram importados para o Matlab versdo 6.1, utilizando uma rotina
desenvolvida individualmente. O ‘N-way toolbox’, desenvolvido e disponibilizado por Rasmus Bro e Claus

Andersson em http://www.models.kvl.dk/source foi empregado para o desenvolvimento dos calculos com

PARAFAC. Todos os programas foram executados em um microcomputador IBM compativel, AMD

Thunderbird 1,3 GHz com 128 Mbytes de memoria RAM.

4.2.2. Reagentes e Solugdes

Todos os reagentes quimicos utilizados neste estudo foram de grau analitico. Riboflavina 98% foi
adquirida através da empresa Sigma-Aldrich, na forma de po cristalino. Uma solugdo estoque com
concentra¢do de 100 ug mL- foi preparada pela dissolugéo de riboflavina em &gua e estocada em vidro a
~20 °C e protegida da luz. Uma solugo de Acido Tricloroacético (TCA) 20% (v/v) foi preparada a partir do
reagente concentrado, adquirido através da empresa Merck. Agua desionizada (Millipore®) foi usada em
todas as preparagdes experimentais. Todas as vidrarias usadas foram estocadas previamente com uma

solugdo 10% viv HNO3 por pelo menos 48h e lavadas com agua destilada.
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4.2.3. Amostras

Foram adquiridas dez amostras de cinco diferentes marcas comerciais de leite bovino, em
estabelecimentos comerciais na regido de Bardo Geraldo — Campinas - SP. Todas as amostras
caracterizavam a classe UHT (Ultra High Temperature), sendo que cada amostra era do tipo desnatado
ou integral, de uma determinada marca adquirida. As marcas analisadas foram: Parmalat, Shefa, Batavo,

Nilza e Leco. Depois de abertas, as amostras foram congeladas a temperatura de —20°C.

4.2.4. Procedimento

Foram pipetados 2,00 mL de cada amostra em um frasco de centrifuga com capacidade para 10
mL e adicionados 3,00 mL de TCA 20%. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 5 minutos e o
sobrenadante foi transferido para uma cubeta de quartzo e registrado o espectro de fluorescéncia. Uma
amostra foi escolhida para servir de meio para a construgdo de uma curva de calibragdo a partir do
método da adicdo padrdo, de modo que esta amostra sofreu cinco adi¢gdes de uma solucdo padréo de
riboflavina.

Os espectros de EEM foram obtidos na faixa espectral de 310 a 500 nm, em intervalos de 10 nm,
e 470 a 670 nm em intervalos de 0,5 nm, para excitagdo e emissao, respectivamente. As larguras das
fendas de excitagdo e emissdo permaneceram constantes em todas as medidas a 10 nm, juntamente

com a velocidade de varredura, de 1500 nm min-'.
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4.3. Resultados e Discusséo
4.3.1. Fluorescéncia Natural do Leite Bovino

A fluorescéncia do leite, assim como a do sangue e urina, apresenta uma alta sobreposi¢éo
espectral, devido a uma série de compostos presentes. As flavinas sdo importantes contribuidores da
fluorescéncia nestas amostras, compreendendo uma grande regido no espectro total de fluorescéncia,
que se inicia no ultravioleta e vai até o visivel. Na regido do ultravioleta, as principais espécies
responsaveis pelas bandas de fluorescéncia sdo as proteinas, devido a presenga de triptofano e outros
aminoacidos, como citado no Capitulo 1. Das flavinas encontradas no leite, podemos destacar a
riboflavina, FMN e FAD que estdo presentes em maior quantidades no leite, e apresentam espectros
similares e na mesma regiéo. Os espectros de excitagdo e emisséo de fluorescéncia de riboflavina (RF) e
FMN sdo exatamente iguais, de forma que na mesma concentragéo, a intensidade € a mesma (mesmo
rendimento quantico). FAD apresenta uma pequena diferenga no espectro de excitagdo, embora o seu
espectro de emissé@o também seja idéntico aos citados anteriormente.

Na regido escolhida para as analises, o espalhamento Rayleigh e difracdo de segunda ordem
(gerada pela grade de difragdo) também estdo presentes, de modo que suas intensidades foram
substituidas por valores ausentes, assim como no caso da aplicagdo anterior. Na Figura 15 é possivel
verificar um tipico espectro de uma amostra de leite desnatado, com a presenga de duas regides de
maximo: 370/530 nm e 450/530 nm (excitagcao/emissao), caracteristico das flavinas (B2, FMN e FAD). Na
mesma figura também podem ser identificadas as regides da difragdo de segunda ordem (1) e do

espalhamento Rayleigh (2).
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Figura 15. Superficie proveniente de uma EEM de uma amostra de leite desnatado.

4.3.2. Estudos Preliminares

Inicialmente, acreditava-se que houvesse uma consideravel diferenga entre os espectros de
fluorescéncia (excitagdo e emissdo) das flavinas presentes no leite, de modo que um modelo PARAFAC
pudesse fazer a separagdo destas espécies, através de seus espectros de EEM de fluorescéncia
molecular. Para se eliminar (ou reduzir) o efeito da supressao ocasionada pela presenga das proteinas
presentes no leite, estudou-se vérios niveis de diluigdo, sem executar qualquer processo para a
separacao das proteinas.

Este estudo foi realizado a partir de uma amostra de leite desnatado, onde foram estudadas as
seguintes diluigdes: 3:100, 5:100, 10:100, 20:100, 50:100 e 1:1, ou seja, a medida de EEM da propria
amostra sem sofrer diluigao. E interessante ressaltar que para esta parte do estudo, no foram utilizadas
as amostras como descrito no item 4.2.4 (Procedimento), pois as mesmas sofreram apenas etapas de

diluicdo. Os demais niveis foram obtidos pela adi¢do de volumes apropriados da amostra: 0,30, 0,50,
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1,00, 2,00 e 5,00 mL, respectivamente, em um baldo de 10 mL, completando-se o volume com &gua
destilada.

As seis amostras foram agrupadas em um tensor de dimensdes 6x401x20, onde as regides em
que o espalhamento Rayleigh e da difragcdo estavam presentes foram substituidas por valores ausentes.
Para a escolha do nimero ideal de fatores, foram estudados de um a cinco fatores para a decomposicao.
Os resultados obtidos para fit e Corcondia na faixa de fatores estudados sdo apresentados na Tabela 4,

conduzindo ao uso de dois fatores para a decomposi¢éo.

Tabela 4. Valores de Ajuste (%) e Corcondia para os modelos PARAFAC usando de 1 a 5 fatores.

NUmero de Fatores 1 2 3 4 5
Ajuste (%) 95,43 98,76 99,53 99,77 99,96
Corcondia (%) 100 100 21,52 9,08 -0,22

Como pode ser constatado, dois fatores mostram-se razoaveis do ponto de vista analitico, em
vista que um dos loadings do modo de excitagdo e emissdo sdo semelhantes aos produzidos pela

presenca de riboflavina em agua, conforme pode ser visto na Figura 16.
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Figura 16. Gréaficos de scores (a), loadings de excitagdo (b) e emisséo (c¢) para o conjunto de diluigbes,

onde os loadings destacados (0) representam a riboflavina.
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Com os scores relacionados a presenga de riboflavina realizou-se uma regresséo linear entre
estes e os fatores de diluigdo. Foi observado que para fatores de diluigdo superiores a 0,10 (0,20, 0,50 e
1,.00), ocorre perda da linearidade da fluorescéncia de riboflavina, evidenciando a ocorréncia de

supressao, como pode ser constatado na Figura 17.
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Figura 17. Vérios niveis de diluigdo de uma amostra de leite, com o aparecimento da supresséo a partir
do ponto 0,10.

Desta forma, € possivel observar que em diluicdes menores que o fator de 0,10 a supresséo néo
se fara presente, podendo-se desenvolver uma metodologia de andlise direta para a quantificagéo de
riboflavina. Conseqiientemente, dez amostras foram diluidas até o fator 0,10, ou seja, 1,0 mL de cada
amostra foi introduzida em um baldo de 10,0 mL e completado o volume com agua destilada. Esse
procedimento foi feito em triplicata para cada amostra, totalizando 30 amostras que foram medidas de
forma aleatdria, totalizando um tensor de dimensdes 30x401x20.

Para a calibragéo, foi escolhido 0 método de adi¢cdo padrao, onde uma unica amostra de leite foi
selecionada para a adi¢do de volumes constantes de uma solugdo padrdo de RF. Foram feitas cinco
adicbes com ftriplicata de cada ponto, contabilizando 18 medidas. Ambos conjuntos de calibracdo e das

outras amostras de leite foram incorporados em um Unico tensor, de dimensdes 48x401x20, e
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decomposto utilizando-se um modelo PARAFAC com dois fatores. Esse procedimento foi adotado para
evitar possiveis diferengas entre os espectros de loadings entre os dois conjuntos, 0 que poderia
aumentar os desvios na calibragéo.

Realizando-se uma regressdo entre os scores das amostras de calibragéo e o valor de
concentracdo das adigbes padrao, foi possivel estabelecer uma reta bastante representativa, com

r2=0,98, conforme mostra a Figura 18.
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Figura 18. Regresséo linear entre os scores da calibragédo e a concentragdo da adicdo padrdo com
pontos em triplicata.

Os scores das outras amostras que nao sofreram adigdo foram inseridos na curva de calibragao,
de forma que alguns se localizaram acima do primeiro ponto e outras abaixo deste. As amostras com
scores maiores que a amostra que foi usada para a adigéo localizaram-se acima desta, e as com scores
menores, abaixo. Em um procedimento analitico, € conveniente que todas as amostras se localizem entre
os pontos da curva, idealmente préximos ao seu centro, minimizando os erros de previsao. Neste caso
isto ndo é possivel, pois ndo existe nenhuma amostra que tenha auséncia total de riboflavina, fazendo

com que a reta néo passe pela origem dos eixos.
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Apesar da boa linearidade do modelo de regressdo e o baixo desvio padrao das medidas, os
resultados em termos de concentragao inicial de riboflavina nas amostras diluidas ficaram bem acima da
média encontrada em amostras de leite. O valor da concentracdo de riboflavina em amostras de leite
desnatado e integral'® varia entre 1,50 e 2,00 ug mL-', e em média apresenta 1,75 pug mL-". Os valores
encontrados pelo modelo podem sdo apresentados na tabela 5.

Tabela 5. Concentragao de riboflavina para as amostras diluidas.

Marcas/ Parmalat Shefa Batavo Nilza Leco
Tipo Mg mL-* Mg mL-* pg mL pg mL Mg mL-!
Leite 4,170 3,404 3,774 4,084 4,044

desnatado +0,004 +0,003 +0,012 +0,004 +0,002
Leite 3,486 3,271 3,468 3,720 3,860
integral +0,002 +0,005 +0,003 +0,006 +0,006

O elevado valor de concentragao de riboflavina, muito além da média neste tipo de amostra, pode
ser explicado pela presenca de outras flavinas associadas, como FMN e/ou FAD. Embora uma série de
flavinas esteja presente nas amostras, esperava-se que adi¢des padréo de riboflavina pudessem separar
espectralmente a RF das outras flavinas presentes, de modo que os resultados pudessem ser
apresentados em termos de riboflavina livre.

No entanto, isto ndo foi possivel pois riboflavina e FMN e FAD que estéo ligados as proteinas,
apresentam exatamente o mesmo espectro de fluorescéncia, tanto em termos de excitagdo como
emissao; como citado anteriormente. Logo, os resultados obtidos através deste procedimento ndo podem
ser relacionados com a concentragdo de RF, nem tampouco com a concentragéo de flavinas totais, pois
embora o espectro de FAD seja 0 mesmo das outras flavinas, a sua intensidade € menor, invalidando o

modelo criado através da diluicdo das amostras.
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4.3.3. Construcao de um Modelo Eficiente

Como foi visto através do modelo anterior, para a determinacdo de RF livre é necessario néo
somente a eliminagdo dos efeitos da supressdo de fluorescéncia gerada pelas proteinas presentes no
leite, mas também a convers&o total das flavinas ligadas as proteinas a RL livre. Assim, 0 meio escolhido
para fazer esta separacéo e a conversdo de FAD e FMN nas amostras de leite foi a adicdo de TCA na
concentragdo de 1,5 mL deste por mL de amostra. Apos centrifugar por cinco minutos a solug&o onde o
TCA foi adicionado, o sobrenadante foi diluido 10 vezes e o espectro registrado diretamente em uma
cubeta de quartzo de 10 mm. O método escolhido para efetuar um modelo de calibragéo foi 0 método da
adicao padrédo, exatamente conforme o descrito para amostras diluidas. Desta forma, foram obtidos um
conjunto de 10 amostras com cinco adigdes padrao em triplicata € uma Unica triplicata de uma amostra,
constituindo um tensor de dimensdes (27x401x20).

Como as novas amostras estavam sem a presenga das proteinas e conseqiientemente sem FMN
e FAD, foi novamente necessario realizarmos um novo estudo sobre o nimero de componentes a serem
utilizados. Os mesmos pardmetros de Ajuste (%) e Corcondia foram estudados para uma faixa de 1 a 5
fatores para a decomposicdo dos dados através de um modelo PARAFAC. Novamente a escolha de dois
fatores se mostrou aconselhavel, revelando que apesar da extragdo das proteinas presentes no leite,
ainda resta uma interferéncia espectral nas amostras, o que poderia inviabilizar medidas univariadas ou
até mesmo multivariadas. A presenca de um segundo fator pode ser vista na Figura 19, que apresenta os

loadings da decomposi¢do do PARAFAC nos 3 modos (amostras x emisséo x excitagao).

62



Capitulo 4 Determinacdo de Riboflavina

2500 0.2 0.8
2000 0.15 ! 08
1500 |
0.1}~
1000 j 1 ‘
500 4 «:Vwﬂ» 0.05
e g
0 0 1]
0 10 20 27 470 570 670 310 410 500
Moda das concertracties Moo de emissaahnm Modo de excitagaoim

Figura 19. Loadings das amostras extraidas com TCA das espécies RF (em destaque) e background.

Os dois vetores de loadings referentes aos modos de excitacdo e emissdo para a riboflavina
podem ser combinados pela operagdo de Kronecker, gerando uma superficie de loadings, mostrada na
Figura 20. Esta superficie € muito proxima do espectro de excitagdo/emissdo das flavinas presentes no

leite, como pode ser constatado na Figura 15.
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Figura 20. Superficie recuperada dos loadings do primeiro fator, associado a presenca de riboflavina.
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Embora o primeiro fator possa ser relacionado a uma espécie conhecida, a reconstru¢do da
superficie de loadings, a partir do segundo componente, ndo apresentou similaridade com nenhuma

espécie fluorescente conhecida, conforme pode ser visto na Figura 21.
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Figura 21. Superficie de loadings reconstruida a partir do segundo fator do modelo PARAFAC.
Relacionando os valores de scores obtidos com este novo procedimento, com os valores de
concentracdo pelo método da adi¢do padréo, pode-se constatar que os resultados de concentragéo de
riboflavina livre estdo dentro da faixa de concentragéo esperada para este tipo de amostra. Apesar disto,
optamos pela validagdo da metodologia proposta, com a determinagdo de vitamina B, das amostras pelo

método padrao de analise, envolvendo HPLC.

4.3.4. Validagao da Metodologia

A concentragdo de riboflavina livre em dez amostras de leite, cinco desnatados e cinco integrais
foi medida empregando-se HPLC, com detecgéo fluorimétrica. Inicialmente as amostras foram extraidas
utilizando-se a adigdo de TCA para a precipitagao das proteinas e outras substancias, tornando a solugéo

limpida. O sobrenadante foi injetado em um cromatografo liquido com coluna C+s de silica modificada, e
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fase mével etanol/acetonitrila/agua (10%-30%-60%) (v/v), respectivamente. A deteccéo fluorimétrica foi

feita por procedimento univariado, com excitagdo em 390nm e emissdo em 512 nm, onde o sinal da

riboflavina pode ser identificado em torno de 8 minutos apds a inje¢édo da amostra. A correlagdo entre os

resultados obtidos por ambos os métodos podem ser visualizados na Tabela 6, mostrando desvios

menores que 10%, com excecdo da amostra “Shefa Integral”.

Tabela 6. Desvios e concentragdes obtidas em pg mL-' pelo método de referéncia e pela metodologia

desenvolvida.

Marcas de leite/

Conc. de referéncia

Conc. encontrada

Desvios relativos

Conc. (ug mL) (HPLC) (EEM-PARAFAC) (%)
Parmalati® Integral 1,59 1,56 -1,49
Batavo® Integral 1,54 1,61 4,65
Leco® Integral 1,74 1,82 4,91
Shefa® Integral 1,17 1,48 26,81*

Nilza® Integral 1,59 1,69 6,70
Parmalat® Desnatado 1,89 1,78 5,37
Batavo® Desnatado 1,71 1,64 3,90
Leco® Desnatado 1,77 1,68 4,58
Shefa® Desnatado 1,49 1,46 1,61
Nilza® Desnatado 1,71 1,85 8,29

Como é possivel constatar nos dados fornecidos na Tabela 5, os desvios relativos sdo menores

que 10% entre a metodologia desenvolvida e o método padrao de analise de riboflavina livie em amostra
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de leite desnatado e integral, de modo que esta metodologia pode ser empregada quando essa margem
de erro é aceita. A unica excegd@o é a amostra Leite Shefa® integral, que obteve desvio préximo a 27 %.
Possivelmente esta amostra seja uma anomalia para a metodologia de referéncia, pois estranhamente
possui valor muito menor que a média de riboflavina livre.

A metodologia desenvolvida apesar de ser mais complexa em termos matematicos pode ser
justificada em vista que determinagdes envolvendo apenas um fator de decomposi¢do ou ainda
calibragbes de primeira ordem, apresentam erros acima de 30% e 40%, respectivamente. Alem disso,
neste caso ndo sdo necessarias etapas de separagado cromatografica e gastos com reagentes da fase

movel.

4.4 Conclusoes

Este trabalho demonstrou a eficiéncia da utilizagdo conjunta dos métodos quimiométricos de
ordem superior, no caso, 0 PARAFAC, na decomposi¢do e calibragdo de dados de segunda ordem
obtidos por EEM de fluorescéncia molecular. Embora a analise direta, sem a precipitagdo das proteinas
contidas no leite tenha falhado, o trabalho proposto ainda apresenta importancia analitica, néo apenas por
representar uma nova metodologia alternativa aos processos de separacéo fisica, mas também, por
possibilitar um processo sem geragdo de residuos, de baixo custo e com possibilidade de resposta
instantanea, ideal para processos automatizados.

Embora néo se tenha obtido as figuras de mérito para este trabalho, como feito na primeira
aplicacdo, quando os resultados sdo comparados com cromatografia liquida, uma boa concordancia é
obtida, mostrando a exatiddo da metodologia proposta. Com base nestes argumentos, acreditamos que

este trabalho possa ser aplicado em amostras reais.
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5. CONCLUSOES

Na primeira aplicagdo deste trabalho foi proposta uma metodologia alternativa para a
determinacao direta em plasma humano, através da construgao de uma curva de calibragéo utilizando o
préprio plasma, isento de doxorrubicina. Embora existam métodos com limites de detec¢do mais baixos, a
metodologia ainda apresenta uma faixa de trabalho em niveis aceitaveis, se mostrando possivelmente
aplicavel em estudos farmacocinéticos de pacientes com cancer.

Na segunda aplicagdo foi proposto um método para quantificacdo direta de vitamina B, em
amostras de leite desnatado e integral, através de um procedimento de adi¢gdo padrédo. O método
proposto tem carater inovador, pois isenta a necessidade de separagdes cromatograficas ou outras
etapas de elaboragao e apresenta bons resultados quando validado por um método paralelo. Além disso,
0 procedimento apresenta-se rapido e sem geracdo de residuos, com possibilidade de resposta
instanténea, podendo vir a ser de relevante aplicagdo na industria farmacéutica.

Finalmente, este trabalho monstrou a eficiéncia da utilizagao conjunta de métodos quimiométricos
de ordem superior e fluorescéncia molecular 2-D, na determinagao direta em matrizes biologicas, como
leite e sangue humano. Além de se obter bons resultados em determinagdes quantitativas, os métodos
utilizados proporcionaram um procedimento eficiente para a identificacdo de espécies interferentes,

através de seus maximos de fluorescéncia, obtidos pelas superficies de loadings.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

No decorrer deste trabalho, foi possivel verificar que os métodos quimiométricos de ordem
superior e fluorescéncia 2-D apresentam-se eficazes na analise direta em matrizes biolégicas, mesmo na
presenca de um numero grande de espécies interferentes, como o caso do sangue humano. Em vista que
ainda séo extremamente raras as aplicagdes destes métodos na anélise de matrizes bioldgicas, surge a

necessidade de estabelecer figuras analiticas de mérito eficientes para a comparagéo e validagao destes

métodos com os ja estabelecidos.

Um importante pardmetro no desenvolvimento de métodos quimicos, sendo o mais, € a evolugao
da tecnologia, que vem a propiciar novas ferramentas de anélise. Como foi visto no Capitulo 3 deste
trabalho, os limites de detecgdo foram bastante altos quando comparado com os métodos envolvendo
HPLC. Isto ndo € decorréncia do processo de separagao, mas sim da maior sensitividade dos detectores
em relagdo a espectrofluorimetro utilizado. Em vista disto, a técnica de fluorimetria poderia obter um
incremento significativo ndo apenas na sensibilidade, mas na velocidade de obtencéo de dados, se ao
invés de um monocromador de emiss&o fosse inserido um arranjo de diodos ou uma camera digital. No
entanto, este tipo de equipamento ainda é inexistente, de modo que protétipos devem ser desenvolvidos
e comparados com 0s modelos consagrados.

Além das vantagens dos dados de terceira ordem citados neste trabalho, dados de quarta ordem
como EEM monitorada no tempo, apresentam importantes vantagens, vindo a proporcionar maiores

informagdes sobre o sistema em estudo e possibilitando separacdes e quantificagdes mais precisas.
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1. APENDICE - 1A

PRODUTO DE KRONECKER!

Leopold Kronecker

Nascimento: 07/12/1823 em Liegnitz, Prussia (atualmente Legnica, Poldnia).
Falecido: 29/12/1891 em Berlin, Alemanha.

As primeiras contribuicdes de Leopold Kronecker foram a teoria das equagdes e na algebra
superior, mas suas maiores contribuicbes ocorreram nas fungdes elipticas, a teoria das equagdes
algébricas e a teoria dos nimeros algébricos. Além de um grande matematico, Kronecker exerceu um
importante trabalho na parte de légica dentro da filosofia da matematica, pois acreditava que os
matematicos s6 poderiam tratar com numeros e operagdes finitas, evitando desta forma, conclusdes

intuitivas em relagao a numeros infinitos.

“God created the integers, all else is the work of man.”

Leopold Kronecker

Para expressar os modelos de Tucker3 de forma matricial, € necessaria a introducdo do conceito

do operador de Kronecker. O produto de Kronecker, também conhecido como produto tensorial, indicado
pelo simbolo “®”, foi proposto por Leopold Kronecker e caracteriza-se como um operador matricial

binario, operando duas matrizes de dimensfes arbitrarias em uma matriz de dimensdo maior, com uma
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estrutura especial de bloco. Dadas as matrizes A n x m de dimensdes n x m e uma matriz B , x q de

dimensdes p x q:

A= @ - B=| : . (1)

nt 7 8nm | b1 bpg pxq

O produto de Kronecker, definido por A ® B, é a matriz np x mgq com a estrutura de bloco dada por:

aB - a,B
A®B= - :
a,B --- a, B

n1

Para exemplificar, dadas duas matrizes A e B:

entdo o produto de Kronecker para A ® B sera:

123 2 4 6
4

Aop_|® 56 8 10 12
000 -1 -2 -3
000 -4 -5 —6],

Referéncia:
[1] Alexander Graham. Kronecker Products and Matrix Calculus With Applications. Halsted Press, John Wiley and Sons, New
York, (1981).
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2. APENDICE - 2A

PRODUTO DE KHATRI-RAQ%4

O produto de Khatri-Rao foi proposto por C. G. Katri e C. R. Rao em 1968, ambos pertencentes

ao Indian Statistical Institute, Calcutta — india. Assim como o operador de Kronecker, o operador de
Khatri-Rao também é um operador matricial binario, representado pelo simbolo “ |®| " ou “®©”, podendo vir
a ser descrito como uma funcao sequencial do produto de Kronecker. Para a representagdo matricial do
modelo PARAFAC é necessario a utilizagdo deste operador, de modo que a vantagem de se utilizar o
operador de Khatri-Rao em relagdo ao operador de Kronecker é simplificagdo matematica, na
multiplicag&o das matrizes de loadings.

Dada duas matrizes Aixf e B jxcom 0 mesmo numero de colunas f e numero de linhas arbitrario:

A:(A1 E~~-§Af) e B:(B1 5---EB,).
Uma nova matriz C = A |®| B pode ser definida como:
Al®B=(A, ®B,:A, ®B,),

onde A ® B;é o produto de Kronecker de A; e B;, descrito no Apéndice anterior.

Para exemplificarmos, tomadas duas matrizes A e B iguais a:

a
a-|! ?|eB= Ba
RER ’

£ 0

entdo C = A |®| B é descrito por:
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o P
Tx | 2-96
C= o it
3 x| 4/-9
| Le) o]
ou:
o 2
X 25
c —-& 20
3o 4P
3y 40
(-3¢0 40
Referéncias:

[2] C. G. Katri, C. R. Rao, Solutionsto to some functional equations and their applications to characterization of probability
distribuition, Sankhia — The Indian Journal of Statistical Series A 30 (1968) 167.

[3] C. G. Katri, C. R. Rao. Generalized inverse of matrices and its applications, Wiiley. New York (1968) p. 12

[4] R. Bro, Multiway analysis in the food industry: models, algorithms and applications. Doctoral Thesis, University of
Amsterdam, (1998).
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3. APENDICE - 3A

NORMA DE FROBENIUS

Georg Ferdinand Frobenius

Nascimento: 1849 em Berlin, Alemanha.
Falecido: 1917 em Berlin.
Frobenius foi um matematico alemao que mostrou como construir séries matematicas e foi um
dos fundadores da teoria de grupo em algebra. A norma de Frobenius, as vezes confundida com a norma
Euclidiana (que é a norma especifica para um vetor) é definida como a norma para uma matriz A nxmde

dimensdes n x m, sendo a raiz quadrada da soma absoluta dos quadrados de seus elementos:

m n 2
W= 33

ou podendo ser definida em relagéo ao trago da matriz:

IA], =-/tr(anT)

Exemplificando, dada uma matriz A mxn:
1 2
A=
3 4

entdo a norma de Frobenius de A é definida por: ’

1A, = tr(151 ;;j - Ji(30)=5.4772

Referéncia:
[5] D. Hanselman, B. Littlefield. Matlab 5. Prentice Hall. (1997).
[6] http://mathworld.wolfram.com/ (acessado em 10/julho/2003)
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