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Educacao

TEACHING EXPERIMENT OF CHEMOMETRICS FOR MULTIVARIATE CALIBRATION IN DETERMINATION OF
PARACETAMOL IN COMMERCIAL TABLETS USING NEAR-INFRARED SPECTROSCOPY: A TUTORIAL, PART II. The
aim of this manuscript was to show the basic concepts and practical application of Partial Least Squares (PLS) as a tutorial, using
the Matlab computing environment for beginners, undergraduate and graduate students. As a practical example, the determination of
the drug paracetamol in commercial tablets using Near-Infrared (NIR) spectroscopy and Partial Least Squares (PLS) regression was
shown, an experiment that has been successfully carried out at the Chemical Institute of Campinas State University for chemistry

undergraduate course students to introduce the basic concepts of multivariate calibration in a practical way.
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INTRODUCAO

Este trabalho ¢ uma continuacdo da série de tutoriais que
tem como objetivo a elaboracdo de experimentos diddticos de
Quimiometria a serem utilizados como um guia pratico em cursos
de graduagao e pés-graduacdo em quimica e dreas afins. No primeiro
tutorial,! a Andlise por Componentes Principais (Principal Component
Analysis, PCA) foi abordada em um experimento de andlise explo-
ratéria de amostras de 6leos vegetais comestiveis analisados por
espectroscopia no infravermelho médio com transformada de Fourier.
Neste primeiro trabalho, algumas das operagdes bdsicas e fundamen-
tais para a execucdo da PCA em Matlab foram apresentadas com o
objetivo de possibilitar ao iniciante em Quimiometria, mesmo que
em um primeiro contato com este programa computacional, carregar
os dados, montar as matrizes, criar e formatar os graficos, além de
ter uma visdo mais pratica da PCA. Este tipo de abordagem nio ¢
comum na literatura especializada, além de ndo existirem livros textos
em portugués voltados para este tema.

Neste segundo trabalho, serd abordado outro tema de fundamen-
tal importancia em Quimiometria: a calibracdo multivariada. Para
essa finalidade, um dos métodos de calibragdo mais utilizados, a
Regressdo por Quadrados Minimos Parciais (Partial Least Squares,
PLS) foi selecionado para o tratamento dos dados. Como no tra-
balho anterior, o PLS foi executado em ambiente computacional
Matlab, devido principalmente a elevada aceitag@o e versatilidade
deste programa, permitindo que o usudrio crie e adapte suas pré-
prias rotinas. Apesar da grande versatilidade do Matlab, existe
uma dificuldade por parte dos iniciantes em utilizd-lo e, por este
motivo, € interessante que os comandos bdsicos e especificos para
as aplicagdes quimiométricas sejam apresentados. Um diferencial
deste segundo trabalho, em relagdo ao primeiro, € o aprofundamento
na utilizacdo do Matlab para fins quimiométricos, em que novas
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funcdes e a capacidade de criar pequenas rotinas sdo apresentadas
aos iniciantes.

Os dados provenientes da espectroscopia no infravermelho
proximo (NIR, Near Infrared) foram selecionados para determinar
a porcentagem de paracetamol em amostras de medicamentos co-
merciais. A espectroscopia no infravermelho préximo € um tipo de
espectroscopia vibracional® que emprega radiagio eletromagnética
na faixa de energia de 2,65 x 10?2 7,96 x 10 J, a qual corresponde
a faixa de comprimentos de onda de 750 a 2.500 nm (ou nimeros
de onda de 13.300 a 4.000 cm™). Nesta regido sdo detectadas as
vibragdes de primeiro, segundo e terceiro sobretons (overtones) de
bandas fundamentais observadas no infravermelho médio bem como
as bandas de combinacdo. Sobretons sdo transicdes mdltiplas das
transi¢des fundamentais, ou seja, acontecem do nivel vibracional
fundamental n = 0 para os diversos niveis vibracionaisn=2,3,4.... A
regra de selecio para o infravermelho (considerando a molécula como
um oscilador harmonico) é An = 1 e, desta maneira, as transi¢cdes
de sobretons seriam consideradas proibidas. No entanto, sobretons
acontecem principalmente devido ao fendmeno de anarmonicidade
mecanica, observado para muitas moléculas que apresentam dife-
rengas entre as massas dos dtomos conectados pela ligagdo quimica.
Nestes casos, a vibragdo nao pode ser descrita por um oscilador com
movimento harmonico. As bandas de combinacao sdo obtidas a partir
da combinacio (pela soma ou diferenca dos niimeros de onda) para
fornecer uma tnica banda e sua presenga no espectro NIR indica que
as vibra¢des ndo sdo independentes. A sobreposi¢do de muitos sobre-
tons e bandas de combinagao leva a falta de especificidade espectral
na regido NIR, ao contrdrio da regido do infravermelho médio, onde
picos especificos podem ser atribuidos a diferentes grupos quimicos.

Para que ocorra absor¢@o da radiacdo NIR, a energia do féton
incidente deve ser idéntica a diferenca de energia entre dois niveis
vibracionais. Entretanto, este critério ndo € suficiente e, para uma
vibragdo ser ativa, € também necessario que o campo elétrico osci-
lante da radiacd@o incidente possa interagir com a molécula. Isto sé
pode acontecer se o deslocamento dos 4tomos na vibragdo produzir
uma mudan¢a no momento de dipolo da molécula. A intensidade da
absorcao da radia¢do NIR por um sistema € proveniente da variagao
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do momento de dipolo sendo a frequéncia da radiagdo absorvida
idéntica a da oscila¢@o do dipolo. Por apresentarem alta anarmonici-
dade e grande momento de dipolo, as principais bandas de absorcio
na regido do infravermelho préximo sdo relacionadas a sobretons e
bandas de combinagao das transi¢des vibracionais fundamentais dos
grupos: C-H, N-H, O-H e S-H. Um aprofundamento sobre a teoria,
instrumentacdo e atribuicdo de bandas para a espectroscopia NIR
pode ser encontrado em livros®# e artigos cientificos.>® Uma edicdo
especial dedicada a espectroscopia NIR foi publicada em 2005 e
contém aspectos histéricos, instrumentacdo e aplicagdes nas mais
diversas dreas.’

A espectroscopia NIR e a Quimiometria convivem em simbiose.
Uma vez que o espectro NIR possui bandas largas e sobrepostas, a
Quimiometria torna-se uma ferramenta valiosa para retirar as infor-
magdes contidas nos espectros NIR permitindo a identificagdo e a
quantificag¢@o de diversos parametros em diferentes matrizes. Além
disso, a prépria Quimiometria se beneficia do tipo e da elevada
quantidade de informacéo espectral gerada para o desenvolvimento
de novos métodos empregando espectroscopia NIR. Na realidade, a
quantificagdo de parametros analiticos empregando espectroscopia
NIR sem a separac@o prévia do analito da matriz, na maioria dos casos
apenas € possivel empregando métodos de calibracdo multivariada,
uma vez que dificilmente um sinal especifico (livre de interferéncia da
matriz) € observado para o analito na regido do NIR. A possibilidade
de quantificar o analito sem a necessidade de separa-lo da matriz €
uma grande vantagem da espectroscopia NIR em relacdo as técnicas
de separacdo, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia, uma
vez que o desenvolvimento de métodos analiticos exige pouco ou
nenhum tratamento da amostra, minimizando a geracao de residuos.
Além disso, o tempo de preparo da amostra normalmente ¢ muito
inferior em rela¢@o aos métodos cromatograficos e, consequentemen-
te, o custo das andlises também € reduzido. O limite de detec¢do da
técnica permite a andlise de componentes que estejam em concentra-
¢oes aproximadamente superiores a 0,5 % m/m. Considerando que a
faixa de concentracao de firmacos em medicamentos € normalmente
superior ao limite mencionado, a espectroscopia NIR associada a
métodos de calibragdo multivariada ¢ uma opcio atraente e limpa
(de acordo com os principios da quimica verde) para a realizagdo de
andlises na inddstria farmacéutica.

A PLS € um método de calibragdo multivariada que utiliza a
técnica de andlise de componentes principais para a redu¢do da
dimensionalidade do conjunto de dados para posterior correlacao
entre os espectros (matriz X) e as propriedades de interesse (matriz
Y). Quando existe apenas uma propriedade, y ¢ um vetor e, neste
caso, o método ¢ denominado PLS 1. A propriedade de interesse
muitas vezes € a concentragdo de um analito, porém nao limitada a
esta, podendo até mesmo ser propriedades fisico-quimicas, tais como
densidade e viscosidade, as quais sdo relacionadas a composi¢do da
amostra. As matrizes X e Y sdo decompostas por PCA por meio das
Equacdes 1 e 2.8

X=TP"+E 1)
Y=UQ"+F )

sendo: P e Q sdo os pesos de X e Y, respectivamente; T e U sdo os
escores de X e Y, respectivamente ¢ E e F representam as matrizes
de residuos de X e Y, respectivamente.

Os escores e pesos representam, respectivamente, as coorde-
nadas das amostras no sistema de componentes principais e a con-
tribuicdo relativa de cada varidvel original (comprimento de onda)
para a formacdo dos mesmos. No PLS, os valores dos escores nas
matrizes T e U sdo alterados até que o melhor modelo linear seja
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estabelecido entre eles e assim, a maior covaridncia entre X e Y seja
alcancada. Isso € feito em uma série de etapas, que sdo repetidas
para cada componente principal estimada por meio de um processo
iterativo. Desta maneira, no PLS existe um compromisso entre a
explicacdo da variancia em X e a obtenc¢io da maior correlagdo com
Y. Uma vez que no cdlculo de cada componente principal os valores
de concentragdo dos analitos também sio levados em consideracao,
as componentes principais passam a ser denominadas varidveis la-
tentes. Quando existe mais de uma coluna na matriz e a regressao ¢
realizada empregando todas as colunas simultaneamente, o método
passa a ser denominado PLS 2. Este método € interessante em situ-
acdes nas quais as propriedades de interesse estdo correlacionadas.
Caso contrdrio, € preferivel realizar uma regressdo empregando PLS
1 para cada coluna da matriz Y, gerando um modelo 6timo para a
previsdo de cada analito.

Muitas vezes € necessdrio realizar uma etapa de pré-processa-
mento dos espectros para remover informagdes fisicas e/ou instru-
mentais que ndo estio relacionadas a informacao quimica de inte-
resse da amostra. Alguns dos métodos de pré-processamento foram
apresentados no primeiro tutorial' e uma revisdo foi realizada por
Rinnan er al.’ Neste tutorial, o método de corre¢@o de espalhamento
multiplicativo (MSC) foi aplicado ao conjunto de espectros com o
intuito de remover flutuagdes aditivas e multiplicativas relacionadas
a parametros fisicos das amostras, como por exemplo, diferencas de
tamanho de particula. O uso de derivadas também € recomendado
para esta finalidade e pode ser utilizado pelo usudrio. No entanto,
para o conjunto de dados descrito neste tutorial, o método MSC
mostrou-se mais adequado para remover tais flutuagdes e garantir
que os espectros contivessem apenas informagdes quimicas rela-
cionadas a propriedade de interesse.

O ndmero de varidveis latentes a ser utilizado no modelo &
normalmente determinado pelo procedimento de validacio cruzada
com o método denominado leave-one-out (“um por vez”). Neste
procedimento, uma amostra (espectro) pertencente ao conjunto de
calibragdo € deixada de fora, o modelo € construido com as demais e
é realizada a previsao da propriedade de interesse para esta amostra
empregando um ndmero crescente de varidveis latentes. Este pro-
cedimento € entdo repetido para todas as amostras e um erro médio
(RMSECY, Equagido 3) € calculado para cada nimero de varidveis
latentes empregado. O niimero de varidveis latentes a partir do qual
nao existe variacdo aprecidvel no valor de RMSECYV ¢ utilizado para
determinar o niimero de varidveis latentes a ser utilizado no modelo.
Caso exista divida se dois valores de RMSECYV sio estatisticamente
diferentes, € possivel a realizacido de um teste F entre os dois valo-
res, empregando um nimero de graus de liberdade igual nimero de
amostras do conjunto de calibragao.

_ 2
RUSECY= | 2% =2 3)
n

na qual y, representa o valor previsto de concentragdo, y, o valor
esperado e n o nimero de amostras de calibrag@o.

Ap06s a selecdo do nimero de varidveis latentes, o modelo de re-
gressdo pode ser construido e deve ser validado empregando amostras
que ndo participaram da calibracio (validag¢@o externa). Estas amos-
tras devem ter seus valores da propriedade de interesse previamente
conhecidos, para avaliar a real capacidade de previsdo do modelo.
Nesta etapa, um erro quadritico médio de validagdo (RMSEV) ¢
calculado, de maneira similar a Equagdo 3. Os valores previstos
para essas amostras devem ser concordantes com os valores reais e,
portanto, em um grafico contendo estas duas grandezas, os valores
das amostras devem estar proximos a uma reta com inclinag@o de
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45°, intercepto proximo a zero (bias) e inclinagdo préxima a unidade.
O coeficiente de determinagio, R?, também pode ser utilizado para
avaliagdo do ajuste. Neste trabalho também foi calculado o RMSEP
(Root Mean Square Error of Prediction), referente as amostras de
medicamentos comerciais, empregando os valores declarados por
diferentes fabricantes para o teor de paracetamol. Muitas vezes € cal-
culado também o RMSEC (Root Mean Square Error of Calibration),
sendo que neste caso os valores previstos se referem as proprias
amostras de calibracdio e o denominador “n” deve ser subtraido do
nimero de varidveis latentes e de uma unidade, caso os dados tenham
sido centrados na média.

Neste artigo ndo serd realizada uma discussdo mais aprofundada
sobre aspectos de modelagem e validacido empregando PLS uma vez
que serdo priorizados aspectos praticos de execugao do experimento.
Diversos livros-texto'®!! e artigos cientificos'>!? estdo disponiveis na
literatura para uma abordagem mais completa sobre PLS, incluindo
um artigo descrevendo e comparando nove dos algoritmos mais
empregados para os cdlculos da regressao por PLS." Maiores infor-
magdes sobre o desenvolvimento e validagdo de métodos espectrosco-
picos empregando calibragdo multivariada podem ser encontrados na
norma ASTM 1655. Na drea farmacéutica, Roggo et al.'® revisaram
os métodos quimiométricos utilizados em diferentes aplicacdes em-
pregando espectroscopia NIR e De Bleye et al.'” revisaram de forma
critica alguns dos procedimentos mais aplicados para a validagao de
métodos empregado espectroscopia NIR.

Na drea de educagio, Yappert'® reportou a experiéncia de ensino
de espectroscopia NIR aos cursos de graduagdo com um experimento
para a determinacgdo da octanagem da gasolina no qual os alunos
verificaram os beneficios da Quimiometria aplicada aos espectros de
bandas largas no NIR, permitindo a quantificagdo do pardmetro de
interesse de forma rdpida em uma amostra complexa como a gasolina.
Ferreira et al."” apresentaram um tutorial de calibracao multivariada no
qual os conceitos basicos de andlise exploratéria por PCA e calibrag@o
multivariada por Regressdao em Componentes Principais (Principal
Component Regression, PCR) e PLS foram abordados, bem como
aspectos relacionados a calibragio e validagido dos modelos e alguns
dos comandos mais importantes para a execucdo destes métodos
quimiométricos em Matlab foram apresentados utilizando como
exemplo os espectros de misturas terndrias de 2,4,6-trinitrofenolato,
2,4-dinitrofenolato e 2,5-dinitrofenolato.

Este segundo tutorial tem por objetivo geral introduzir uma
proposta de experimento didatico empregando Espectroscopia NIR e
calibragdo multivariada por PLS para a determinacéo de paracetamol
em comprimidos comerciais, utilizando o software Matlab para a
realizac@o dos cdlculos. Em nosso laboratério foi simulada uma for-
mulag¢io de medicamento comercial de paracetamol e as amostras dos
conjuntos de calibrag@o e validagao foram preparadas por alunos de
graduagdo da disciplina de Quimica Analitica Instrumental. A seguir
foram adquiridos medicamentos comerciais de quatro fabricantes
diferentes em farmdcias locais para a previsdo da concentragdo de
paracetamol empregando os espectros NIR e o modelo PLS obtido
pelos alunos.

PARTE EXPERIMENTAL

Materiais e reagentes

Para a execugdo do experimento foi utilizado o principio ativo
Paracetamol (Synth) e os excipientes: 4cido estedrico (Saiya); amido
(Synth); Hidroxipropilmetil celulose (HPMC) (Pharma Nostra); po-
lietilenoglicol (PEG) (Synth) e povidona (Vetec). Foram utilizadas
quatro marcas de medicamentos comercias contendo 750 mg de
paracetamol, na forma de comprimido sem revestimento, disponiveis
em Farmdcias e Drogarias da regido de Campinas.
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Preparo das amostras

Placebo

Em papel manteiga foram pesadas as seguintes massas dos ex-
cipientes: 1,000 g acido estedrico; 2,500 g amido; 2,000 g HPMC;
2,000g PEG e 2,500 g de povidona. Os excipientes foram transferidos,
um a um, para o almofariz e homogeneizados com o auxilio de um
pistilo. A mistura foi transferida para um frasco de vidro de 20 mL
com a ajuda de um funil analitico. Em seguida, o frasco foi agitado em
um vértex por 10 minutos até a obtengdo de uma mistura homogénea.

Amostras de calibragdo

Foram pesadas em balanga analitica oitos diferentes massas de
paracetamol contendo 1,200; 1,300; 1,400; 1,500; 1,600; 1,700; 1,800
e 1,900 g anotando as massas com precisdo de mg. Cada massa de
paracetamol foi adicionada a um frasco de vidro de 20 mL devidamen-
te identificado. A cada um desses frascos foi adicionada uma massa
de placebo necessdria para que a massa final da mistura fosse igual
a 2,000 g (a massa final também deve ser anotada com precisdo de
mg). A mistura resultante foi levada ao vértex para homogeneizacio
por 5 minutos. Calculou-se a porcentagem de paracetamol em relagdo
a massa total em cada amostra. A Tabela 1 apresenta um exemplo
preparado por um grupo de alunos com os valores pesados de pa-
racetamol, placebo, a massa total e a porcentagem de paracetamol
na mistura final.

Tabela 1. Massas dos constituintes utilizadas no preparo das amostras de
calibracdo e validagdo, porcentagem de paracetamol (% m/m) nestas amos-
tras e médias calculadas para os medicamentos de cada um dos fabricantes

Amostra Paracetamol ~ Placebo Total % Paracetamol

(2 (& (® (m/m)

Cl 1,200 0,806 2,006 59,820

C2 1,300 0,705 2,006 64,840

C3 1,401 0,601 2,002 70,000

C4 1,501 0,499 2,001 75,040

C5 1,602 0,399 2,001 80,040

Co6 1,706 0,303 2,009 84,900

C7 1,801 0,214 2,015 89,400

C8 1,900 0,111 2,011 94,490

V1 1,262 0,739 2,000 63,070

V2 1,371 0,629 2,000 68,560

V3 1,464 0,539 2,002 73,100

V4 1,667 0,332 1,999 83,410

V5 1,763 0,240 2,002 88,040
Fabricante 1 - - - 89,830
Fabricante 2 - - - 88,670
Fabricante 3 - - - 90,910
Fabricante 4 - - - 90,420

Amostras de valida¢do

Foram pesadas as seguintes massas de paracetamol e transferidas
para cinco diferentes frascos previamente identificados: 1,260; 1,360;
1,460; 1,660 e 1,760 g anotando as massa com precisdo de mg. As
massas das amostras de validagdo foram definidas para fornecer
uma porcentagem de paracetamol dentro da faixa da calibragdo.
O procedimento adotado foi entdo idéntico ao realizado para as
amostras de calibrac@o: foi calculada a massa de placebo necessaria
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para que a massa final da mistura fosse igual a 2,000 g e em seguida
adiciona-se a respectiva massa de placebo. A mistura resultante foi
levada ao vértex para homogeneizagdo por 5 minutos e foi calculada
a porcentagem de paracetamol em relacdo a massa total em cada
amostra. Os valores pesados de paracetamol, placebo, a massa total
e a porcentagem de paracetamol na mistura final para a construgao
do modelo de validacdo, misturas identificadas com V na Tabela 1
também sdo mostrados como exemplo.

Medicamentos comerciais

Foram pesados dois comprimidos comerciais inteiros contendo
paracetamol de quatro fabricantes diferentes e calculada a massa mé-
dia dos comprimidos. Em seguida, estes comprimidos foram triturados
em almofariz e transferidos para frascos previamente identificados
com a marca comercial de cada um. Foi calculada a porcentagem de
paracetamol esperada, considerando o valor declarado (750 mg/com-
primido) e o peso médio dos comprimidos (% paracetamol esperada
= 0,75 g/massa média dos comprimidos (g) x 100).

Obtengdo dos espectros NIR e pré-processamento

Os espectros NIR foram obtidos em um espectrofotometro NIR
(Perkin Elmer®) com acessério para obtencéo de espectros de refle-
tancia difusa. Cada frasco contendo as amostras foi posicionado no
acessorio de refletancia difusa (Figura 1S) e os espectros de % de
reflectdncia (% R) na faixa espectral de 10.000 a 4.000 cm™' foram
obtidos com média de 16 varreduras. No Matlab, os espectros NIR
obtidos para os conjuntos de calibracio, validagdo e medicamentos
foram transformados de % R para log (1/R), o qual € proporcional
a concentrag@o do analito e por este motivo deve ser utilizado nas
etapas de calibragdo. Os espectros foram pré-processados empregando
o método MSC.

Softwares e algoritmos

Para os célculos descritos neste tutorial foi utilizado um pacote
gratuito para aplicag¢do do algoritmo PLS disponibilizado pelo grupo
de Quimiometria da Universidade Livre de Bruxelas (Chemometrics
in Analytical Chemistry, Chemo AC) no website: http://www.vub.
ac.be/fabi/publiek/index.html. Os algoritmos foram executados em
ambiente Matlab 7.0. O pacote disponibilizado contém algoritmos
para a realizacio do pré-processamento MSC e centra as matrizes X
e Y na média de forma automadtica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foi avaliado o espectro do paracetamol na regidio
NIR, em comparacdo com o espectro do placebo. O paracetamol,
como a maioria dos farmacos, apresenta ligagdes C-H, N-H e O-H,
o que faz com que seu espectro seja intenso na regiao NIR, conforme
¢ possivel observar na Figura 1.

Também € possivel observar na Figura 1 que o placebo apresenta
bandas relativas a vibracdes das ligacdes em muitas regides comuns ao
paracetamol, ou seja, existe superposi¢ao espectral. Este fato impede a
calibra¢@o univariada e requer um método de calibracdo multivariada.

A seguir serdo mostrados os passos a serem seguidos para o
desenvolvimento do modelo PLS, validagdo e previsdo do teor de
paracetamol nos medicamentos comerciais empregando o programa
Matlab. Como sugestdo, antes da realiza¢do do PLS, o aluno podera
realizar uma andlise exploratéria empregando PCA, uma vez que o
mesmo foi descrito no Tutorial I.! Além disso, outra sugestdo seria
explorar o mesmo conjunto de dados empregando a Regressdo em
Componentes Principais (PCR), cujos algoritmos também se encon-
tram disponiveis para download a partir do site indicado. Os resultados
deverdo ser equivalentes. Os espectros utilizados neste tutorial estdo
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Figura 1. Espectros do paracetamol e do placebo no formato log 1/R

prontamente disponiveis aos interessados por meio de contato com
o autor R. J. Poppi (ronei @igm.unicamp.br).

Carregar os espectros e criar as matrizes:

(1) Carregar os espectros do conjunto de calibragdo, de validagdo e
dos medicamentos comerciais no Matlab digitando o comando
load. Por exemplo,
>>load C11.ASC. A denominacéo C11 indica calibracio amostra
1, replicata 1; C12 indica calibragdo amostra 1, replicata 2 e assim
por diante. As amostras de validagdo sdo indicadas pela inicial
“V” e os medicamentos pelas iniciais “FAB”.

(2) Criar as matrizes de espectros do conjunto de calibragdo, valida-
¢do e medicamentos.
>>xcal =[C11(:,2)";C12(:,2)";C21(:,2)’;C22(:,2)";C31(:,2)";C3
2(:,2)";C41(:,2);C42(:,2)*; C51(:,2)"3C52(2,2)*;,C61(:,2)";,C62(:,
2);,C71(:,2),C72(:,2)75C81(:,2);C82(:,2) ],
>> xval=[V11(:,2)";V12(:,2)";V21(:,2)";V22(:,2)’;V31(:,2);
V32(:,2)’; V41(:,2);V42(:,2)’;V51(:,2)’;V52(:,2) ],
>>xmed =[FAB11(:,2)";FAB12(:,2)";FAB21(:,2)";FAB22(:,2)";
FAB31(:,2)’; FAB32(:,2)";FAB41(:,2)";FAB42(:,2)’];

(3) Criar os vetores y contendo as concentragdes de paracetamol para
as amostras de calibragdo, valida¢do e medicamentos:
>>ycal=[59.82;59.82;64.84:64.84;70.00;70.00;75.04;75.04;80.
04,80.04;84.90;84.90,89.40;89.40,94.49;94.497;
>>yval=[63.07; 63.07; 68.56;68.56; 73.10; 73.10; 88.04; 88.04;
83.41; 83.41];
>>ymed=[89.83;89.83;88.67;88.67;90.91;90.91;90.42;90.42];

(4) Criar um vetor de nimero de onda para ser utilizado como eixo
X nos graficos:
>>num=C11(;,1)’;

Criar e formatar os grdficos:

Serdo descritos abaixo os comandos para gerar os espectros e
formata-los no préprio Matlab, sem o auxilio de nenhum roolbox
adicional. Serdo mostrados comandos para gerar figuras contendo
todos os espectros juntos (calibrag¢do, validacio e medicamentos),
bem como cada um de forma separada. A andlise de todos os espec-
tros de forma conjunta permite avaliar se existe alguma discrepancia
entre as amostras.

(5) Gerar um gréfico contendo todos os espectros das amostras de
calibragdo, de validacdo e dos medicamentos em porcentagem
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de refletancia (% R), conforme mostrado na Figura 2S:

>> espectros=[xcal;xval;xmed];

>> figure (1)

>> set(0, defaultAxesFontName’, ‘arial’)

>> axes(‘FontSize’,24);

>> plot(num,espectros)

>> xlabel(‘cm”-*1","FontSize’,30, FontName’, arial’);

>> ylabel(‘Reflectancia (%), FontSize’,30,’ FontName’, arial’);

(6) Gerar e formatar os graficos individuais para as amostras dos

conjuntos de calibracdo, de validacdo e dos medicamentos (Fi-
guras 3S, 4S e 5S):

>>figure (2)

>>set(0, defaultAxesFontName’, ‘arial’)
>>axes(‘FontSize’,24);

>>plot(num,xcal)

>>xlabel(‘cm”-*1’,FontSize’,30,’ FontName’,’ arial’);
>>ylabel(‘Reflectancia (%)’, FontSize’,30," FontName’, arial’);
>>figure (3)

>>axes(‘FontSize’,24);

>>plot(num,xval)

>>xlabel(‘cm”-*1",FontSize’,30,’ FontName’, arial’);
>>ylabel(‘Reflectancia (%)’, FontSize’,30, FontName’, arial’);
>>figure (4)

>>axes(‘FontSize’,24);

>>plot(num,xmed)
>>xlabel(‘cm”-*1",FontSize’,30,’ FontName’, arial’);
>>ylabel(‘Reflectancia (%)’, FontSize’,30," FontName’, arial’);

(7) Transformar o sinal de porcentagem de reflectancia (% R) para

log 1/R, o qual € proporcional a concentragao.
>>xcalt=log10(1./(xcal./100));

>>xvalt=log10(1./(xval./100));
>>xmedt=log10(1./(xmed./100));

O “ponto” nas operagdes acima indica que a divisdo deve ser
realizada de forma individual para cada variavel (comprimento
de onda) do espectro.

(8) Criar um unico grafico com os espectros dos conjuntos de cali-

bragdo, de validagdo e dos medicamentos transformados para log
1/R, conforme mostrado na Figura 2:
>>espectrost=[xcalt;xvalt;xmedt];

>>figure (5)

>>axes(‘FontSize’,24);

>>plot(num,espectrost)

>>xlabel(‘cm”-*1",FontSize’,30,’ FontName’, arial’);
>>ylabel(‘log 1/R’,FontSize’,30," FontName’, arial’);

(9) Criar e formatar os gréficos individuais com os espectros das

matrizes de calibragdo, de validagdo e dos medicamentos trans-
formadas para log(1/R) (Figura 6S, 7S e 8S, respectivamente):
>>figure (6)

>>set(0, defaultAxesFontName’, ‘arial’)
>>axes(‘FontSize’,24);

>>plot(num,xcalt)

>>xlabel(‘cm”-*1",FontSize’,30," FontName’, arial’);
>>ylabel(‘log 1/R’,’FontSize’,30,’ FontName’, arial’);
>>figure (7)

>>axes(‘FontSize’,24);

>>plot(num,xvalt)

>>xlabel(‘cm”-*1’,FontSize’,30,’ FontName’, arial’);
>>ylabel(‘log 1/R’,’FontSize’,30,’ FontName’, arial’);
>>figure (8)
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Figura 2. Conjunto dos espectros das amostras de calibragdo, validagdo e
dos medicamentos em log (1/R)

>>axes(‘FontSize’,24);

>>plot(num,xmedt)
>>xlabel(‘cm”-*1",FontSize’,30, FontName’, arial’);
>>ylabel(‘log 1/R’,FontSize’,30," FontName’, arial’);

Selecionar a faixa espectral de interesse:

(10)Selecionar a faixa espectral de 4001 a 5000 cm™, o que correspon-
de as varidveis 5000:6001. Esta regido tem forte correlacio com
o farmaco e por este motivo foi utilizada para tornar o modelo
mais robusto a previsdo da concentra¢do do mesmo nos medica-
mentos, uma vez que os medicamentos comerciais apresentam
variagdes em relacdo aos excipientes. Foi verificado que esta
regido € robusta para previsdo do firmaco mesmo na presenca
dessas diferencgas.
>>xcalt_c = xcalt(:,5000:6001);
>>xvalt_c = xvalt(:,5000:6001);
>>xmedt_c = xmedt(:,5000:6001);
>>num_c=num(:,5000:6001);

(11) Criar um gréfico com os espectros dos conjuntos de calibragao,
de validacdo e dos medicamentos na faixa espectral de interesse
(Figura 9S).
>>espectrostc=[xcalt_c;xvalt_c;xmedt_c];
>>figure (9)
>>set(0, defaultAxesFontName’, ‘arial’)
>>axes(‘FontSize’,24);
>>plot(num_c,espectrostc)
>>xlabel(‘cm”-*1",’FontSize’,30, FontName’, arial’);
>>ylabel(‘log 1/R’,FontSize’,30," FontName’, arial’);

(12)Criar gréficos com os espectros individuais dos conjuntos de
calibragdo, de validacdo e dos medicamentos na faixa espectral
de interesse (Figuras 10S, 11S e 128, respectivamente):
>>figure (10)
>>set(0, defaultAxesFontName’, ‘arial’)
>>axes(‘FontSize’,24);
>>plot(num_c,xcalt_c)
>>xlabel(‘cm”-*1","FontSize’,30, FontName’, arial’);
>>ylabel(‘log 1/R’, FontSize’,30,’ FontName’, arial’);
>>figure (11)
>>axes(‘FontSize’,24);
>>plot(num_c,xvalt_c)
>>xlabel(‘cm”-*1",’FontSize’,30, FontName’, arial’);
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>>ylabel(‘log 1/R’,FontSize’,30," FontName’, arial’);
>>figure (12)

>>axes(‘FontSize’,24);

>>plot(num_c,xmedt_c)
>>xlabel(‘cm”-*1",’FontSize’,30, FontName’, arial’);
>>ylabel(‘log 1/R’,FontSize’,30," FontName’, arial’);

Pré-processamento:

(13) Aplicar o algoritmo para corre¢do de espalhamento (MSC) nas
matrizes individuais dos conjuntos de calibragdo, de validacdo e
dos medicamentos. Este procedimento € necessario para remover
flutuagdes de linha base que estdo relacionadas com aspectos
fisicos das amostras, tais como tamanho e forma das particulas
e ndo com a composicdo quimica das mesmas.
>> [xmscl,mel,xcalt_c_msc]=msc(xcalt_c,1,1002,xcalt_c);
>> [xmsc2,me2,xvalt_c_msc]=msc(xcalt_c,1,1002,xvalt_c);
>> [xmsc3,me3,xmedt_c_msc]|=msc(xcalt_c,1,1002,xmedt_c);

(14) Aplicar o algoritmo para correcdo de espalhamento (MSC) na
matriz contendo os conjuntos de espectros de calibracdo, de
validagdo e dos medicamentos.
>> [xmsc4,me4,espectrostc_msc]=msc(espectrostc,1,1002,espe
ctrostc);

(15)Criar o grafico dos espectros das amostras de calibragdo, vali-
dagdo e dos medicamentos ap6s a aplicagdo do MSC, conforme
mostrado na Figura 3:
>>figure (13)
>>set(0, defaultAxesFontName’, ‘arial’)
>>axes(‘FontSize’,24);
>>plot(num_c,espectrostc_msc,’k’)
>>xlabel(‘cm”-*1","FontSize’,30, FontName’, arial’);
>>ylabel(‘log 1/R’,FontSize’,30," FontName’, arial’);
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Figura 3. Conjunto dos espectros das amostras de calibra¢do, validagdo e
dos medicamentos apds sele¢do da regido espectral de interesse e corre¢do
por MSC

(16) Criar os graficos com os espectros individuais das amostras de
calibragdo, de validagdo e dos medicamentos apds aplicagdo do
MSC (Figuras 13S, 14S e 158, respectivamente).
>>figure (14)
>>set(0, defaultAxesFontName’, ‘arial’)
>>axes(‘FontSize’,24);
>>plot(num_c,xcalt_c_msc)
>>xlabel(‘cm”-*1","FontSize’,30, FontName’, arial’);

>>ylabel(‘log 1/R’,’FontSize’,30,’FontName’, arial’);
>>figure (15)

>>axes(‘FontSize’,24);

>>plot(num_c,xvalt_c_msc)
>>xlabel(‘cm”-*1’,FontSize’,30,’ FontName’, arial’);
>>ylabel(‘log 1/R’,’FontSize’,30,’FontName’, arial’);
>>figure (16)

>>axes(‘FontSize’,24);

>>plot(num_c,xmedt_c_msc)
>>xlabel(‘cm”-*1",FontSize’,30," FontName’, arial’);
>>ylabel(‘log 1/R’,’FontSize’,30,"FontName’, arial’);

Validagdo cruzada:

(17) Para determinar o nimero de varidveis latentes a serem emprega-
das no modelo, deve ser realizado o procedimento de validacio
cruzada, conforme mostrado a seguir:
>> [rmsecv,yh,e]=plscv(xcalt_c_msc,ycal,0,10);

(18)Criar o grifico de RMSECV vs nimero de varidveis latentes,
conforme mostrado na Figura 4. Neste ponto o usudrio deverd
digitar o nimero de varidveis latentes com base no minimo da
curva gerada. No exemplo mostrado na Figura 4, o nlimero de
varidveis latentes € 3, uma vez que a partir deste nimero nao
existe variacdo aprecidvel no valor de RMSECV.
>>figure (17)
>>set(0, defaultAxesFontName’, ‘arial’)
>>axes(‘FontSize’,24);
>>plot(rmsecv,’k’);hold on
>>plot(rmsecv,’ko’)
>>ylabel(‘RMSECV’, FontSize’,30,’ FontName’,’arial’);
>>xlabel(‘Variaveis latentes’,’FontSize’,30, FontName’,’ arial’);
>>vl=input(‘Quantas variaveis latentes?’); Entrar com o numero
de varidveis latentes e teclar o <enter>.

RMSECV

Variaveis latentes

Figura 4. Grdfico do niimero de varidveis latentes vs o valor de RMSECV

Calibragdo:

(19)Nesta etapa o algoritmo ird fazer a previsdo do teor de parace-
tamol para as amostras de calibraciio sem retird-las do modelo
(vetor ypredl) e calculard os valores de RMSEC com o nimero
de varidveis latentes indicadas anteriormente.
>> [ypred1]=plspred(xcalt_c_msc,ycal,xcalt_c_msc,0,vl);
>>rmsec=sqrt((sum((ycal-ypred1).22))/(length(ycal)-vl-1));

(20)Construir o grafico de valores esperados versus valores previstos
pelo modelo PLS para as amostras de calibracdo (Figura 16S)
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>>figure (18)

>>set(0, defaultAxesFontName’, ‘arial’)
>>axes(‘FontSize’,24);

>>r=corrcoef(ycal,ypredl);
>>bias=sum(ycal-ypredl)/length(ycal);

>>s1=sprintf(‘r/2c = %0.4f” 1(1,2)"2);

>>s2=sprintf(‘rmsec = %0.4f” ,rmsec);

>>s3=sprintf(‘bias = %0.41f" bias);
>>plot(ycal,ypred1,’ko’,’LineWidth’,2,’ MarkerSize’,15,” Marker
FaceColor’,[.8 .8 .8]);Isline

>>pal=min(ycal);pa2=max(ycal);

>>axis([.95%pal 1.05%pa2 .95*pal 1.05%pa2]);
>>text(pal-abs(pal*0.04),1.02*pa2-abs(pa2*0.05),s1, FontSize’,
20,’FontName’,’ Arial’);
>>text(pal-abs(pal*0.04),1.02*pa2-abs(pa2*0.08),s2, FontSize’,
20,’FontName’,’ Arial’);
>>text(pal-abs(pal*0.04),1.02*pa2-abs(pa2*0.11),s3, FontSize’,
20,’FontName’,’ Arial’);

>>ylabel(‘Valores previstos (%)’,”FontSize’,30,’ FontName’,
“arial’);

>>xlabel(“Valores esperados (%)’,”FontSize’,30,’ FontName’,
“arial’);

Validacao Externa

(21)Nesta etapa, o modelo de calibragido sera avaliado (validado)
utilizando um conjunto externo de amostras. O vetor ypred2
contém os valores previstos de paracetamol para as amostras de
validacao.
>>[ypred2]=plspred(xcalt_c_msc,ycal,xvalt_c_msc,0,3);

(22)Calcular o valor de RMSEV de validag@o:
>>rmsev=sqrt((sum((yval-ypred2).22))/(length(yval)))

(23)Construir o grifico de valores previstos versus os valores espe-
rados para as amostras de validacdo externa (Figura 17S):
>>figure (19)
>>set(0, defaultAxesFontName’, ‘arial’)
>>axes(‘FontSize’,24);
>>r=corrcoef(yval,ypred2);
>>biasv=sum(yval-ypred2)/length(yval);
>>s12=sprintf(‘r*2v = %0.4f",r(1,2)"2);
>>s22=sprintf(‘rmsev = %0.4f” ,rmsev);
>>s32=sprintf(‘biasv = %0.41” biasv);
>>plot(yval,ypred2,’g*’LineWidth’,2,”MarkerSize’, 15, Marker
FaceColor’,[.8 .8 .8]);Isline
>>pa3=min(yval);pad=max(yval);
>>text(pa3-abs(pa3*0.04),1.02%pa4- abs(pa4*0.05),s12, FontSize’,
20,’FontName’,’ Arial’);
>>text(pa3-abs(pa3*0.04),1.02*pad-abs(pad*0.08),s22, FontSize’,
20,’FontName’,’ Arial’);
>>text(pa3-abs(pa3*0.04),1.02*pad-abs(pa4*0.11),s32, FontSize’,
20,’FontName’,’ Arial’);
>>ylabel(*Valores previstos (%)’,”FontSize’,30,”FontName’,
“arial’);
>>xlabel(‘Valores esperados (%)’, FontSize’,30," FontName’,
“arial’);

(24) Construir os graficos de valores esperados versus valores previstos
para as amostras de calibra¢@o e de validagdo externa em conjunto
(Figura 5):
>>figure (20)
>>set(0, defaultAxesFontName’, ‘arial’)
>>axes(‘FontSize’,24);
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>>plot(ycal,ypred1,’ko’,yval,ypred2,’k*’,’ LineWidth’,2,’ Marker
Size’,15,’MarkerFaceColor’,[.8 .8 .8]);
>>legend(‘Calibrag@o’,’ Validacdo Externa’);

>>axis([.95%pal 1.05%pa2 .95%pal 1.05%pa2]);
>>h=refline(1,0);set(h, color’,’k’);
>>text(pal-abs(pal*0.04),1.1*pad-abs(pad4*0.05),s12, FontSize’,
20, FontName’,’ Arial’);
>>text(pal-abs(pal*0.04),1.1*pad-abs(pa4*0.08),s22,” FontSize’,
20, FontName’,’ Arial’);
>>text(pal-abs(pal*0.04),1.1*pad-abs(pa4*0.11),s32, FontSize’,
20, FontName’, Arial’);
>>text(pal-abs(pal*0.04),1.04*pa2-abs(pa2*0.16),s1,’FontSize’,
20, FontName’,’ Arial’);
>>text(pal-abs(pal*0.04),1.04*pa2-abs(pa2*0.19),s2,’FontSize’,
20, FontName’,’ Arial’);
>>text(pal-abs(pal*0.04),1.04*pa2-abs(pa2*0.22),s3, FontSize’,
20, FontName’, Arial’);

>>ylabel(‘Valores previstos (%)’,”FontSize’,30,’ FontName’,
’arial’);

>>xlabel(‘Valores esperados (%), FontSize’,30,’ FontName’,
“arial’);
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Figura 5. Grdfico dos valores esperados vs valores previstos para a calibragdo
e validagdo externa

Como € possivel observar na Figura 5, os valores d¢ RMSEC
(amostras de calibraciio) e RMSEV (validagdo externa) sdo, respec-
tivamente, 0,9 e 1,2 %. A unidade destas grandezas ¢ a mesma da
propriedade de interesse (% m/m paracetamol) e assim permite uma
avaliacdo do erro médio associado na previsao por PLS. As amostras
encontram-se todas préxima a reta e os valores dos coeficientes de
determinagdo para a calibracdo e validagdo foram 0,995 e 0,989,
respectivamente, indicando excelente concordancia entre os valores
esperados e aqueles previstos pelo modelo PLS.

Previsdo da porcentagem de paracetamol nos medicamentos
comerciais:
(25)Os valores previstos de paracetamol nos medicamentos comer-
ciais serdo mostrados no vetor ypred3:
>> [ypred3]=plspred(xcalt_c_msc,ycal,xmedt_c_msc,0,3);

(26)Calcular do RMSEP para as amostras de medicamentos:
>> rmsep=sqrt((sum((ymed-ypred3).”2))/(length(ymed)))

(27)Criar um grafico com os valores esperados vs valores previstos
pelo PLS, conforme mostrado na Figura 6:
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>>figure (21)

>>set(0, defaultAxesFontName’, ‘arial’)
>>axes(‘FontSize’,24);

>>hl=bar([ypred3 ymed]);colormap gray

>>legend(‘Valores previstos (%)’, Valores esperados (%)’)
>>axis([0 9 85 92])

>>xlabel(‘Amostras’,’ FontName’, arial’,’FontSize’,30);
>>ylabel(‘Teores de paracetamol (%)’, FontSize’,30,’ FontName’,
“arial’);

>>hline(85,’k’)

92 T

Il Valores previstos (%)
[ Ivalores esperados (%)

Teores de paracetamol (%)
[or] [or] [oc] [(e] ©
= g © e =

]
s

[0
()]
T

2 3 4 5 6 7 8
Amostras

85

Figura 6. Valores esperados vs valores previstos para os comprimidos co-
merciais pelo PLS

O valor de RMSEP encontrado para os medicamentos comercial
neste exemplo foi de 1,4 %. Vale ressaltar que a concentracdo do pa-
racetamol em comprimidos comerciais € proxima de 90 % (m/m), o
que permite que a previsio seja realizada mesmo se houver pequenas
diferencgas nos excipientes utilizados nos medicamentos comerciais
em relagdo aos utilizados na calibragdo. Além disso, a selecio da
regido espectral descrita torna a previsdo mais robusta em relacdo a
variagdo dos excipientes.

Quando o medicamento (produto final) contém monografia
na Farmacopéia, os limites de aceitacdo do teor do fairmaco no
medicamento sdo estabelecidos nesta. A monografia “Paracetamol
comprimidos” encontrada na Farmacopéia Brasileira® estabelece que
o farmaco deva estar na faixa de 95 a 105 % do valor declarado no
rétulo. Como este valor € de 750 mg/comprimido, a faixa de valores
aceitos seria de 712,5 a 787,5 mg/comprimido. Considerando o erro
de previsdo de 1,4 % e o valor médio previsto nos medicamentos
(90,04%), a faixa de valores previstos seria de 739,5 a 760,5 a qual
estd dentro da faixa permitida pela Farmacopéia brasileira.

CONCLUSAO

Neste trabalho foi apresentado um procedimento e foram indi-
cados todos os comandos necessdrios para a construcio, validacdo e
aplicacdo de um modelo de calibragdo multivariada por PLS como
sugestio de experimento diddtico para a graduagdo, pds-graduagao
ou iniciantes em quimiometria. Os algoritmos utilizados podem ser
obtidos gratuitamente no site http://www.vub.ac.be/fabi/publiek/
index.html. Os comandos de formatacdo das figuras também foram
descritos de tal maneira que o usudrio ndo necessite de nenhum
toolbox adicional para realizar os calculos empregando o programa
Matlab. O experimento € simples em relaciio ao preparo das amos-
tras e obtencd@o dos espectros e tem demonstrado ser adequado para
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a sua aplicagdo em disciplinas experimentais de laboratério com 4
horas de duragio.

Esse experimento demonstra aos alunos a possibilidade de quan-
tificacdo do analito na amostra sem necessidade de separacdo prévia,
mesmo na presenga de espécies interferentes (excipientes), o que s6
¢é possivel mediante o uso de calibragdo multivariada. Com a selecdo
da regido espectral de interesse e pelo fato do teor do farmaco ser
alto nos medicamentos (préximo de 90 % m/m), a previsio do PLS
¢é bastante concordante em relagdo aos valores nominais indicados
pelos fabricantes. A etapa de tratamento dos dados no Matlab pode
ser realizada no final da aula experimental, em uma sala de com-
putadores. Nesta etapa, os alunos podem ser divididos em grupos
sem o comprometimento da qualidade da aula, e o tempo estimado
de duracdo do tratamento de dados € de aproximadamente 1 hora.
Além disso, o tutorial também oferece a oportunidade de executar
o PLS passo a passo para iniciantes em quimiometria com ou sem a
supervisido de um professor ou especialista em Matlab.

MATERIAL SUPLEMENTAR

No material suplementar, disponivel em http://quimicanova.
sbq.org.br, na forma de arquivo PDF, com acesso livre, a Figura 1S
apresenta o acessorio de reflectancia difusa do espectrofotometro
NIR. A Figura 2S apresenta o conjunto dos espectros das amostras
de calibragdo, validagdo e medicamentos em % de reflectancia. Nas
Figuras 3S, 4S e 5S, os conjuntos de espectros das amostras de cali-
bracido, de validag¢@o e dos medicamentos em % de reflectancia sdo
apresentados, respectivamente. Nas Figuras 6S, 7S e 8S, os conjuntos
de espectros das amostras de calibracdo, de valida¢do e dos medi-
camentos em log (1/R) sdo apresentados, respectivamente. A Figura
9S apresenta o conjunto dos espectros em log 1/R apds selegdo da
regido espectral de interesse. As Figuras 10S, 11S e 12S apresentam,
respectivamente, o conjunto de espectros das amostras de calibragdo,
de validac@o e dos medicamentos em % log 1/R na faixa espectral
selecionada. Nas Figuras 13S, 14S e 15S, os conjuntos de espectros
das amostras de calibragdo, de validacdo e dos medicamentos apds
corre¢do por MSC, sdo apresentados, respectivamente. A Figura 16S
apresenta o grafico dos valores esperados versus os valores previstos
do modelo de calibragio e finalmente, a Figura 17S apresenta o grafico
dos valores esperados versus os vs valores previstos pelo modelo para
validagdo externa.

TRABALHOS FUTUROS

Dando continuidade a série de tutoriais em Quimiometria, o pré-
ximo tutorial estard relacionado a um experimento de planejamento
e otimizagdo das condi¢Ges experimentais para determinacdo de Fe?
em medicamentos, empregando o-fenantrolina como complexante e
espectroscopia na regido do visivel. O objetivo € mostrar aos alunos
que os métodos multivariados de planejamento geram informacdes
valiosas sobre o sistema em estudo, com um numero reduzido de
experimentos. A partir do ajuste de um modelo aos dados, serd
construida a superficie de resposta, a qual mostra como varia a
propriedade de interesse conforme as condigdes experimentais sao
alteradas. No exemplo elaborado, existe intera¢do entre as varidveis
e, dessa maneira, a otimizacdo univariada ndo seria efetiva ou seria
demasiadamente trabalhosa.
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Figura 9S. Conjunto dos espectros apos selegdo da regido espectral de
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Figura 10S. Conjunto de espectros das amostras de calibragdo em log 1/R
apos selegdo da regido espectral de interesse
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Figura 11S. Conjunto de espectros das amostras de validagdo em log 1/R
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Figura 12S. Conjunto de espectros das amostras de medicamentos em log
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Figura 13S. Conjunto de espectros das amostras de calibragdo apds cor-
re¢do por MSC
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Figura 16S. Grdfico dos valores esperados vs valores previstos obtidos pelo
modelo de calibrag¢do
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