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RESUMO 

DECONVOLUÇÃO DE ESPECTROS UV DIRETAMENTE DE SOLUÇÕES 

DE DEGRADAÇÃO FORÇADA DE FÁRMACOS. Os estudos de degradação 

forçada (EDFs) são ensaios nos quais produtos farmacêuticos são colocados em 

condições de estresse, as quais incluem meios ácido, básico, oxidativo, alta 

temperatura, fotodegradação, umidade e íons metálicos. Eles são realizados para 

validação de métodos analíticos, os quais devem ser capazes de quantificar os 

insumos farmacêuticos ativos (IFAs) sem interferência de qualquer excipiente ou 

produto de degradação, e ainda, detectar com resolução aceitável os produtos de 

degradação formados. Os EDFs podem ser realizados antes de finalizar o 

desenvolvimento do produto com o intuito de se obter informações sobre a 

estabilidade intrínseca do IFA e sobre a compatibilidade com excipientes, o que 

auxilia na escolha desses excipientes, tipo de embalagens e o prazo de validade. 

Para a validação de métodos analíticos, os EDFs devem promover uma 

degradação do IFA entre 10 % e 30 %, segundo as agências reguladoras. Desta 

maneira, as empresas devem encontrar as condições ideais de degradação de cada 

produto para cada condição de estresse, o que, empregando métodos 

cromatográficos, leva a um gasto excessivo de tempo e recursos. Portanto, o 

presente trabalho teve como objetivo a identificação das condições ideais de 

degradação de maneira direta pelo uso de espectroscopia UV-Vis, um método 

simples, rápido e de baixo custo. Aliado a metodologias quimiométricas como a 

resolução multivariada de curvas (MCR), foi possível a estimar as condições em 

que o ativo degrada dentro do intervalo esperado assim como o espectro dos 

produtos de degradação formados. O método foi aplicado a quatro fármacos: 

Ácido Acetilsalicílico, Levocetirizina, Tansulosina, Ticagrelor e se mostrou 

bastante promissor uma vez que foi possível resolver os perfis espectrais puros de 

todos os componentes originais além dos perfis de concentração relativos. 

Palavras-chave: degradação forçada; fármacos; espectrometria UV; 

quimiometria; PCA; MCR.  
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ABSTRACT 

DECONVOLUTION OF UV SPECTRA DIRECTLY FROM FORCED DRUG 

DEGRADATION SOLUTIONS. Forced degradation studies (EDFs) are assays 

which pharmaceuticals are placed under stress conditions, which include acidic, 

basic, oxidative, high temperature, photodegradation, humidity and metal ions 

environments. The tests are performed to validate analytical methods that must be 

able to quantify active pharmaceutical ingredients (IFA) without interferences 

from any excipient or degradation product, and also detect the formed degradation 

products with acceptable resolution. EDFs can also be performed before finalizing 

the development of the product in order to obtain information on the intrinsic 

stability of the IFA and on the compatibility with excipients, which helps in the 

choice of these excipients, type of packaging and shelf life. For the validation of 

analytical methods, EDFs must promote an IFA degradation between 10% and 

30%, according to regulatory agencies. Thus, companies must find the ideal 

degradation conditions for each product in each stress condition using 

chromatographic methods, which leads to an overspending of time and resources. 

Therefore, the present work aimed to directly identify the ideal degradation 

conditions by using UV-Vis spectroscopy, a simple, fast and low cost method. 

Allied to chemometric methodologies such as the multivariate resolution of 

curves (MCR), it was possible to estimate the conditions in which the active 

degrades within the expected range as well as the spectrum of the degradation 

products formed. The method was applied to four drugs: Acetylsalicylic Acid, 

Levocetirizine, Tamsulosin, Ticagrelor and proved to be very promising since it 

was possible to solve the pure spectral profiles of all the original components in 

addition to the relative concentration profiles. 

Keywords: forced degradation; pharmaceuticals; UV spectroscopy; 

chemometrics; PCA; MCR. 
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1 - INTRODUÇÃO 

1.1 - Estudos de degradação forçada 

 

No controle de qualidade das indústrias farmacêuticas, a segurança e a 

eficácia dos fármacos são as principais preocupações, as quais dependem não 

apenas das propriedades do IFA (Insumo Farmacêutico Ativo) e de seu perfil de 

dissolução, mas também das impurezas que nele contém1.  

O conceito de impureza consiste em qualquer composto que não seja o IFA 

e o excipiente do produto. Sua presença, mesmo que em quantidades pequenas, 

pode afetar a segurança do medicamento2.  

Dentro da classe de impurezas, encontram-se os produtos de degradação que 

são gerados principalmente por reações de oxidação, termólise, fotólise e hidrólise 

promovidas por fatores externos como oxigênio, calor e luz ou internos como a 

interação com os excipientes e embalagens3,4. O monitoramento, o controle e a 

completa caracterização dos medicamentos para consumo humano devem ser 

feitos minuciosamente antes de sua comercialização.     

O estudo de degradação forçada é uma ferramenta essencial para o 

entendimento acerca do comportamento químico do IFA. Nele os fármacos são 

submetidos a condições extremas de estresse como temperatura, calor, pH crítico, 

agentes oxidantes, radiação ultravioleta, entre outras5.  

Com isso é possível obter o conhecimento da estabilidade intrínseca da 

molécula e esta informação é então levada em consideração ao desenvolver a 

formulação e determinar as condições de armazenamento que inclui o 

desenvolvimento de embalagens e prazo de validade. Após realizar o estudo de 

degradação forçada, é possível determinar a susceptibilidade de um composto em 

sofrer reações adversas pela interferência do ambiente6. 

Os testes de estresse geram informações que levam a identificação das rotas 

de degradação bem como a formação de perfis de produtos de degradação 

desconhecidos na amostra. Dessa forma, auxiliam na validação de métodos 
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indicativos de estabilidade para o IFA, com especificidade e seletividade 

adequada7,8. 

O estudo de degradação forçada é realizado sob os requisitos de órgãos de 

regulamentação que trazem as condições de estresse que o medicamento deve ser 

exposto diretamente. O procedimento começa na pesquisa bibliográfica prévia 

onde é possível adquirir informações sobre a reatividade de grupos funcionais da 

molécula que são mais suscetíveis à degradação, excipientes a serem evitados na 

formulação e impurezas de síntese.9,10   

O processo segue com a exposição do fármaco a soluções de diferentes pH, 

onde pode ocorrer as hidrólises ácida ou básica, a soluções oxidativas, a ambientes 

com altas temperaturas, umidade, com incidência de radiação ultravioleta e na 

presença de íons de metais de transição11.   

As condições específicas para o prosseguimento dos estudos de degradação 

forçada não são bem definidas pela literatura. As concentrações de agentes 

degradantes a serem utilizados, o tempo de exposição e a melhor forma de realizar 

os testes apresentam variações a cada trabalho.9 

No guia original de teste de estabilidade dos medicamentos, a Organização 

Mundial da Saúde (OMS) em 1996 listou as condições para esse estudo12.  Em 

um único lote da substância, deve-se testar o efeito das temperaturas em 

incrementos de 10 °C, comumente variadas de 40 a 80 °C, tanto para IFA sólido 

quanto para líquidos. O efeito da umidade é observado submetendo o fármaco a 

75% ou mais de umidade relativa.13  

O teste também deve avaliar a suscetibilidade da substância farmacológica à 

hidrólise em uma ampla faixa de valores de pH quando em solução ou suspensão, 

utilizando soluções 0,1 mol L−1 de HCl ou NaOH. Para os testes em condições 

oxidantes, o reagente utilizado é o H2O2, em concentrações que variam desde 

0,1% até 5,0% v/v, neutro e em temperatura ambiente13,14. 

O teste de fotoestabilidade deve ser parte integrante do teste de estresse. No 

entanto, pode não ser necessário examinar especificamente determinados 
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produtos de degradação, caso tenha sido demonstrado que eles não são formados 

em condições de armazenamento acelerado ou de longo prazo. Os resultados 

desses estudos farão parte integrante das informações fornecidas às autoridades 

reguladoras. Geralmente esse teste é realizado por exposição do fármaco à luz UV 

visível em comprimentos entre 380 a 800 nm sem ultrapassar o limite de 6 milhões 

de lux/hora com 200 Wh m-2 de potência15. 

Nas últimas décadas, o avanço da tecnologia possibilitou o desenvolvimento 

de técnicas analíticas mais modernas e a combinação delas. A técnica mais 

utilizada nos métodos indicativos de estabilidade é a da Cromatografia Líquida de 

Alta Eficiência (HPLC) acoplada com detector de Arranjo de Fotodiodo (DAD), 

com detector de espectroscopia UV ou de massas (MS). A eficiência da separação 

cromatográfica pode ser medida pelos parâmetros de resolução, pureza do pico, 

assimetria e eficiência da coluna.16-19 

 

 1.2 - Legislação 

 

Os estudos de degradação forçada há muitos anos são reconhecidos pela 

indústria farmacêutica como uma parte importante do processo de 

desenvolvimento de medicamentos. Entretanto, esse procedimento se tornou um 

requerimento regulamentar formal somente com o lançamento de um conjunto de 

diretrizes pela Conferência Internacional para Harmonização (ICH, do inglês 

Internacional Conference on Harmonization) em 1993, onde está presente o guia 

Q1A com o título “Stability Testing of New Drug Substances and Products”. 

Neste documento, os termos gerais da degradação forçada são definidos para que 

possam ser aplicados para o desenvolvimento de métodos analíticos que indiquem 

a estabilidade durante a fase clínica.20, 21 

Atualmente no Brasil, normas também foram estabelecidas para a 

regulamentação do processo de desenvolvimento e comercialização produtos 

farmacêuticos. A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) definiu os 
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testes de degradação forçada nos fármacos com a publicação da Resolução da 

Diretoria Colegiada - RDC N° 45 em de 09 de agosto de 2012. Com essa resolução 

foi exigido relatórios do estudo de estabilidade juntamente com o resultado da 

quantificação de produtos de degradação e o método analítico correspondente22. 

Em 2013 a ANVISA publicou a RDC nº 58 no dia 20 de dezembro, onde 

parâmetros foram estabelecidos pela primeira vez no país para a notificação, 

identificação e qualificação dos produtos de degradação em medicamentos com 

substâncias ativas sintéticas e semissintéticas, classificados como novos, 

genéricos ou similares23.  

A atualização mais recente da legislação vigente foi com a RDC nº 53 

emitida no dia 4 de dezembro de 2015. Nela está incluída a ordem de elaboração 

do perfil de degradação ao longo do prazo de validade do fármaco a ser 

comercializado onde as rotas de degradação devem ser completamente 

caracterizadas em conjunto com a elucidação estrutural das impurezas.24  

Além disso, a resolução dispõe os limites para a notificação, identificação e 

qualificação dos produtos de degradação do princípio ativo como especificado na 

Tabela 124. A dose máxima diária é a quantidade máxima de fármaco administrada 

por dia e os limites dos produtos de degradação são expressos como a 

porcentagem do insumo farmacêutico ativo ou como a administração total diária 

(ATD) de um produto de degradação.25 

Uma vez que o consumo de uma grande quantidade de substância 

medicamentosa também significaria exposição a níveis mais elevados de 

impurezas, as tolerâncias são menores quando a exposição máxima diária é 

superior a 2 g do IFA.26 
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TABELA 1 - Limites de notificação, identificação e qualificação de produtos de 

degradação em novos medicamentos. 

Limites de notificação 

Dose máxima diária1 Limites2 

≤ 1 g 0,1% 

> 1 g 0,05% 

Limites de identificação 

Dose máxima diária Limites 

< 1 mg 1,0% ou 5 µg ATD, o que for menor 

1 mg – 10 mg 0,5% ou 20 µg ATD, o que for menor 

> 10 mg – 2 g 0,2% ou 2 mg ATD, o que for menor 

> 2 g 0,10% 

Limites de qualificação 

Dose máxima diária Limites 

< 10 mg 1,0% ou 50 µg ATD, o que for menor 

10 mg – 100 mg 0,5% ou 200 µg ATD, o que for menor 

> 100 mg – 2 g 0,2% ou 3 mg ATD, o que for menor 

> 2g 0,15% 

 

 

A RDC nº 53 também esclarece que nesse estudo, o objetivo não é degradar 

completamente o IFA, e sim causar uma degradação em extensão suficiente a fim 

de permitir a avaliação da formação de produtos de degradação. A diminuição da 

área do pico principal deve ser superior a 10% e inferior a um valor de 30% para 

que evitar o comprometimento dos testes pela degradação completa da amostra e 

a ocorrência de produtos secundários.  

Por isso, as condições dos testes que incluem a temperatura, concentração ou 

magnitude do agente degradante e o tempo de exposição devem ser ajustadas de 
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acordo com a molécula em questão, principalmente quando o IFA é especialmente 

suscetível a um fator de estresse específico10,13.  

Na ausência de produtos de degradação ou na obtenção de valores inferiores 

a 10%, o IFA é considerado estável sob a condição de estresse e deve se apresentar 

uma justificativa técnica sobre o ocorrido10,13. 

Após todo o procedimento, os resultados são utilizados para auxiliar no 

desenvolvimento e validação da metodologia de análise dos produtos de 

degradação formados. Por fim, a análise crítica do perfil de degradação do 

medicamento examina a pureza cromatográfica do pico do IFA no medicamento 

finalizado.   

 

 1.3 - Analitos estudados 

 

Para a realização do estudo de deconvolução dos espectros diretamente de 

soluções de degradação forçada foram escolhidos quatro fármacos: ácido 

acetilsalicílico, levocetirizina, tansulosina e ticagrelor.  

 

1.4 - Ácido acetilsalicílico  

 

Conhecido comercialmente como Aspirina®, o ácido acetilsalicílico ou ácido 

2-(acetiloxi)-benzóico, cuja estrutura é representada pela Figura 1, é um dos anti-

inflamatórios não esteroidais mais conhecidos. Tem um pKa de 3,5, é 

ligeiramente solúvel em água, mas bastante solúvel em álcoois, clorofórmio e 

éter.27  

Por ser um inibidor não seletivo da ciclooxigenase pela acetilação do resíduo 

de serina, esse fármaco é comumente usado como analgésico, antipirético e anti-

inflamatório, por aliviar os sintomas da cefaleia, odontalgia, dor de garganta 

relacionada a resfriados, dismenorreia, mialgia, lombalgia e dor artrítica de 

pequena intensidade.28 Além disso, possui efeito diluente do sangue que previne 
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a agregação plaquetária reduzindo o risco de ataques cardíacos e acidentes 

vasculares cerebrais.29  

 

O OH

O

O

CH3

 

FIGURA 1 - Fórmula estrutural do ácido acetil salicílico. 

 

No entanto, o AAS tem uma desvantagem importante em relação à saúde 

humana. É facilmente hidrolisado em ácido salicílico em ambientes ácidos, como 

no estômago. O ácido salicílico promove uma série de efeitos perigosos no corpo 

humano, incluindo úlceras gastrointestinais, zumbido e síndrome de Reye.30,31 

A literatura indica que o ácido salicílico aparece como produto nas 

degradações em meio hidrolítico, oxidativo e fotolítico e os ácidos 

acetilsalicilsalicílico e salicilsalicílico são os principais produtos de degradação 

do fármaco em meio fotolítico. Suas estruturas químicas são dadas na Tabela 

2.32,33 

    

TABELA 2 - Estruturas dos produtos de degradação do Ácido Acetilsalicílico 

gerados no estudo de degradação forçada. 

Condição 

de estresse 
Produtos de degradação 

Hidrolítica 

e oxidativa 
 

O

OH

OH  

Ácido salicílico 
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Fotolítica 

O

OH

O

O OO

CH3

                   

O

OH

O

O OH

 

Ácido acetilsalicilsalicílico                 Ácido salicilsalicílico 

 

Informações acerca das impurezas orgânicas (materiais de partida, 

intermediários de síntese, subproduto de reação e produtos de degradação) estão 

presentes em compêndios oficiais que definem as especificações para o controle 

de qualidade de medicamentos e insumos para saúde. Na monografia apresentada 

pela Farmacopéia Européia (EP, do inglês, European Pharmacopeia), encontra-

se as seis impurezas da matéria prima do AAS como mostrado na Figura 2. 
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Impureza F 

 

FIGURA 2 - As seis impurezas do AAS mencionadas na EP. 
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1.5 - Levocetirizina 

 

A Levocetirizina (LEV) ou ácido (R)-2-[4-[(4-clorofenil)fenilmetil]1-

piperazinil]etoxi]acético, identificado como o enantiômero ativo da mistura 

racêmica de cloridrato de cetirizina, tem sua estrutura representada pela Figura 

3.34,35  

 

Cl

N

N

O
O

OH

 

 

FIGURA 3 - Fórmula estrutural da Levocetirizina. 

 

É um potente anti-histamínico H1 de baixa metabolização hepática que age 

como bloqueador competitivo dos receptores dessa amina biogênica. Por isso, é 

seguro e eficaz no tratamento dos sintomas associados a enfermidades alérgicas, 

como rinite alérgica sazonal (incluindo os sintomas oculares), rinite alérgica 

perene e urticária crônica idiopática.36  

Em um estudo, uma comparação foi feita entre a levocetirizina e outros anti-

histamínicos populares como ebastina, fexofenadina, loratadina, mizolastina e o 

fármaco apresentou superioridade em potência e eficácia em sua ação.36 Outro 

estudo mostra que a droga proporcionou efeitos anti-inflamatórios que são 

observados em concentrações clinicamente relevantes que podem potencializar 

seu benefício terapêutico.37,38 

Na Farmacopeia dos Estados Unidos (USP, do inglês, United States 

Pharmacopoeia), duas impurezas de processo, apresentadas na Figura 4, foram 
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reportadas apenas para fim de identificação devido a esses compostos serem 

controlados no IFA. 

 

N

N
O

NH2

O

Cl

 

Impureza A 

N

Cl

NH

 

Impureza B 

 

FIGURA 4 - Impurezas encontradas no compêndio USP. 

 

Vários estudos de degradação forçada da LEV foram relatados durante o 

desenvolvimento de métodos analíticos por HPLC39-45 ou espectrofotométricos46, 

sendo que, na maior parte dos casos os produtos de degradação não foram 

caracterizados ou não foram caracterizados adequadamente. 

Gunjal et al. caracterizou os possíveis produtos de degradação do fármaco 

sob condições de estresse de acordo com os guias da ICH utilizando as técnicas 

de HPLC e LC-MS para estabelecer um método indicativo de estabilidade 

validado. Nesses testes constatou-se que o IFA gera dois produtos de degradação 

diferentes cujas estruturas sem encontram na Tabela 3.47  

 

TABELA 3 - Estruturas dos produtos de degradação da Levocetirizina gerados no 

estudo de degradação forçada. 

Condição 

de estresse 
Produtos de degradação 

Hidrolítica 

e fotolítica 
 

NH

N

O
O

OH
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N

N

O
CH3

              

 

 

1.6 - Tansulosina 

 

Cloridrato de Tansulosina (TAN), quimicamente conhecido como 5-[(2R)-

2-[[2-(2-etoxifenoxi)etil]amino]propil]-2-metoxibenzenossulfonamida, um pó 

branco à branco amarelado, ligeiramente solúvel em água, solúvel em metanol e 

clorofórmio. Com a estrutura molecular apresentada na Figura 5, seu uso é 

indicado para o tratamento dos sintomas do trato urinário inferior associados à 

hiperplasia prostática benigna (HPB). 48,49 

 

S
NH2

O

OO

CH3 CH3

N
H

O

OCH3
 

 

FIGURA 5 - Fórmula estrutural da Tansulosina. 

 

A Tansulosina é um antagonista dos receptores alfa-1 adrenérgicos. Por 

promover o relaxamento da musculatura lisa da próstata e da uretra, alivia 

sintomas urinários obstrutivos e aumenta o fluxo urinário máximo. Esse fármaco 

também abranda os sintomas irritativos, nos quais a instabilidade da bexiga tem 

um papel importante.50A importância farmacêutica da TAM levou ao 

desenvolvimento de vários estudos para a determinação do medicamento 

juntamente à separação de seus produtos de degradação.49,51-56 
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O desenvolvimento de métodos analíticos levou a determinação de nove 

impurezas relacionadas a matéria prima da TAN e incluídas na monografia da EP. 

Suas estruturas são listadas na Figura 6. 
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Impureza E                     Impureza F 

CH3

O CH3

O
NH S

O

O

NH2

O

CH3

CH3

 

Impureza G 

O CH3

O
NH

O

CH3

CH3

 

Impureza H 

O CH3

O
Br

Impureza I 

FIGURA 6 - Impurezas da TAN mencionadas na EP. 
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A identificação e caracterização dos produtos de degradação do fármaco sob 

condições univariadas de estresse foi reportada por Namdev et al usando a técnica 

de LC-ESI-MS/MS. Nos testes constatou-se que o IFA se degrada 

significativamente sob condições fotolíticas, oxidativas e de hidrólise ácida e 

básica, gerando doze principais produtos de degradação que estão esquematizados 

na Tabela 4.57,58 

 

TABELA 4 - Estruturas dos produtos de degradação da Tansulosina gerados no 

estudo de degradação forçada. 

Condição 

de estresse 
Produtos de degradação 

Hidrolítica 
 

NH2
O

O

CH3                  

CH3
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H
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Fotolítica 
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1.7 - Ticagrelor 

 

O Ticagrelor (TCG), ou ((1S,2S,3R,5S) -3-[7-[ (1R,2S) -2-(3,4-

Difluorofenil)ciclopropilamino]-5-(propiltio)-3H-[1,2,3] triazol [4,5-d]pirimidin-

3-il]-5-(2-hidroxietoxi)ciclopentano-1,2-diol), tem sua fórmula estrutural 

representada na Figura 7. Comercializado com o nome Brilinta, é um 

medicamento indicado para a prevenção de eventos cardiovasculares 

caracterizados por trombose, desempenhando um papel de antiplaquetário de uso 

oral.59  

Com um rápido início de ação, o TCG inibe diretamente os receptores de 

difosfato de adenosina (ADP) que impedem a transdução de sinal e acúmulo de 

plaquetas sem necessitar de ativação hepática. Isso reduz a possibilidade de morte 

cardiovascular, infarto do miocárdio e acidente vascular cerebral, em pacientes 

com síndromes coronárias agudas (SCA).60 
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FIGURA 7 - Fórmula estrutural do Ticagrelor. 

 

Nas monografias dos compêndios mundiais, métodos cromatográficos foram 

descritos para a análise do comprimido e a partir deles foram encontradas quatro 

impurezas que devem ser monitoradas segundo a EP. As estruturas das impurezas 

foram elucidadas dispostas na Figura 8. 
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FIGURA 8 - Impurezas do TCG segundo a EP. 

 

A literatura apresenta poucas informações sobre a estabilidade e 

comportamento de degradação do fármaco. Alguns métodos indicadores de 

estabilidade por HPLC foram desenvolvidos para sua determinação na presença 

de impurezas ou produtos de degradação, mas a elucidação estrutural foi descrita 

por Yayé et al. em 2014.61-67  

Os autores utilizaram cromatografia líquida de alta eficiência hifenada a 

espectrometria de massa de alta resolução em múltiplos estágios (HPLC-MSn). 

Foram identificados seis produtos de degradação provenientes de processos 

fotolíticos, e outros três resultantes de oxidação. As estruturas dos produtos de 

degradação estão dispostas na Tabela 5.67 
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TABELA 5 - Estruturas dos produtos de degradação de Ticagrelor gerados no 

estudo de degradação forçada. 

Condição 

de estresse 
Produtos de degradação 
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Oxidativa 
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 1.8 - Análise Multivariada 

 

Para o monitoramento dos ensaios de degradação forçada, o método analítico 

mais utilizado é a cromatografia com detecção na região do UV-Vis (HPLC-UV), 

uma técnica seletiva de extrema importância na área. Porém a separação física das 

espécies para posterior detecção cromatográfica é um processo que consome 

tempo e recursos.68  

A espectroscopia UV-Vis é bastante utilizada para o monitoramento de 

reações químicas devido a sua simplicidade e eficiência na obtenção de uma 

grande quantidade de informações. Cada espectro contém informações complexas 

que descrevem a absortividade dos grupos cromóforos presentes na amostra, e a 

alteração dos valores de concentração em relação ao tempo é marcada pelo 

aumento ou diminuição de bandas de absorção.69  

Muitas vezes as mudanças dos espectros podem ser pequenas, não seletivas 

ou pode haver sobreposição. Como uma alternativa para tornar esse procedimento 

menos custoso, a espectroscopia UV-Vis aliada a métodos quimiométricos de 

análise multivariada como a análise de componentes principais (PCA) e a 
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resolução multivariada de curvas com quadrados mínimos alternados (MCR-

ALS), podem proporcionar a identificação das condições ideais de degradação de 

maneira direta, simples e rápida. Os algoritmos desenvolvidos são aplicados no 

monitoramento de processos avaliando mudanças espectrais.70 

Análises multivariadas são métodos que utilizam simultaneamente todas a 

variáveis na interpretação do conjunto de dados. Com ela é possível conhecer os 

sistemas químicos estudados devido ao poder de extrair o máximo de informação 

química relevante, além da possibilidade de planejar ou selecionar procedimentos 

experimentais otimizados.70 

A espectroscopia UV-Vis em conjunto com análise multivariada tem sido 

amplamente utilizada para o monitoramento do comportamento de reações como 

a degradação alcalina do fármaco cromoglicato dissódico71, a fotodegradação da 

nimesulida72, nitrendipino e felodipino73, o processo de ozonização fotocatalítica 

de uma mistura de metildopa, ácido nalidíxico e famontidina74. Além do processo 

autooxidativo de azeite extra virgem75, a identificação e diferenciação de espécies 

de cúrcuma76 e detecção de adulteração de óleos77. Essa metodologia possibilitou 

a obtenção da concentração e perfis espectrais dos compostos químicos que foram 

envolvidos no processo. 

O algoritmo MCR-ALS é dividido em três etapas: a determinação do número 

de componentes principais, a estimativa das matrizes de espectros e concentração 

das espécies puras e a otimização iterativa por mínimos quadrados alternados.78 

 

 1.9 - PCA 

 

Informações adicionais sobre o sistema por meio de espectros adquiridos 

durante a degradação podem ser previamente obtidas para auxiliar o processo de 

resolução espectral via algoritmo. Na aplicação do método quimiométrico MCR-

ALS, é fundamental a análise do posto da matriz. O posto da matriz é 

caracterizado pelo número de componentes que causam variabilidade no conjunto 
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de dados, ou seja, pelo número de espécies espectrometricamente ativas na 

solução analisada.79  

Análises exploratórias não supervisionadas são ferramentas úteis e bastante 

utilizadas nesse sistema para a estimativa do posto. A Análise de Componentes 

Principais (PCA, do inglês, Principal Component Analysis), visa descrever a 

porcentagem de variância explicada da matriz de dados. Nessa etapa é possível 

extrair informações gráficas a partir de uma tabela de dados experimentais que 

expressam a similaridade entre amostras e as variáveis que explicam esse 

comportamento.80 

Na PCA, dados obtidos a partir de experimento são dispostos em uma matriz 

que é decomposta em duas outras matrizes denominadas scores e loadings onde 

novos eixos ortogonais, chamados de componentes principais (PC), surgem 

através de combinações lineares das variáveis originais, de forma que seu arranjo 

represente melhor a distribuição dos dados. Os scores permitem a visualização da 

localização que cada amostra assume no novo espaço. Os loadings mostram quais 

variáveis continham mais informações em cada PC e foram responsáveis pela 

separação e determinação dos grupos.81 

O número de PCs necessário para a descrição adequada do sistema analisado 

é equivalente ao número do posto da matriz em questão e pode-se assumir que é 

o mesmo número de espécies contribuintes para o cálculo de MCR. 

 

 1.10  - MCR-ALS 

 

Dentro do grupo de análises multivariadas, encontra-se a Resolução 

Multivariada de Curvas (MCR, do inglês, Multivariate Curve Resolution) que é 

um método de processamento de sinais analíticos que tem o intuito de resolver 

mistura de sinais espectrais. A deconvolução de espectros sobrepostos é feita para 

a separação dos perfis espectrais puros, possibilitando a obtenção dos perfis de 

concentração relativa de cada um dos componentes da amostra.82 
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O MCR recupera informações misturadas provenientes de uma técnica 

instrumental cujo sinal analítico deve obedecer a uma relação semelhante à lei de 

Beer-Lambert. A partir de uma matriz de dados D (r x c), onde as r linhas 

representam o número de espectros do experimento e as c colunas são o conjunto 

de respostas instrumentais medidas a cada comprimento de onda.83 

Assim como na PCA, o método promove a decomposição bilinear em duas 

outras matrizes, que gera informações das espécies puras como mostra a Figura 

9. De acordo com a Equação 1.1, o procedimento resulta em uma matriz C (r x n) 

correspondente a um perfil de concentrações relativas, e uma matriz S (n x c) 

referente aos espectros puros das n espécies. A matriz E expressa o ruído ou erro 

experimental.83 

 

D = CST + E                                                                                          Equação 1.1 

 

Antes do processo de otimização, é feita uma estimativa inicial dos espectros 

ou das concentrações dos componentes puros presentes no sistema. Essa 

informação pode ser embasada no conhecimento prévio de espécies em solução 

ou por métodos auxiliares como a aproximação da variável pura. Um dos métodos 

cabíveis para esse procedimento é o PURE onde a coluna ou linha mais 

representativa do conjunto de dados é selecionada.79 

O último passo da análise multivariada consiste na otimização através do 

algoritmo iterativo de Quadrados Mínimos Alternados (ALS, do inglês, 

λ 

= 

D C 

S
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C
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n
 

S
1
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FIGURA 9 - Representação esquemática do MCR. 
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Alternating Least Squares) sob restrições. Essa etapa permite a recuperação de 

perfis de concentração individuais, sinais de espécies que melhor explicam a 

variância dos dados observados e as fontes de variações químicas.78 

Com os valores das estimativas iniciais, as matrizes C e ST são calculadas 

por mínimos quadrados e a otimização ocorre até que a convergência seja 

alcançada. A conclusão da otimização e sua qualidade são definidos pelo número 

máximo de iterações e por figuras de mérito como a falta de ajuste (%LOF, do 

inglês, Lack of Fit) onde baixos valores são requisitados e a variância explicada 

(R2) que deve ter seu valor próximo a 1. As equações 1.2 e 1.3 mostram como 

esses parâmetros são calculados onde eij é um elemento da matriz de resíduos E e 

dij o elemento correspondente da matriz original D, sendo i a linha que o termo 

ocupa e j sua coluna.78,79 

% 𝐿𝑂𝐹 = 100√
∑ 𝑒𝑖𝑗

2
𝑖,𝑗

∑ 𝑑𝑖𝑗
2

𝑖,𝑗
                                                                            Equação 1.2 

 

𝑅2 = 100 (1 −
∑ 𝑒𝑖𝑗

2
𝑖,𝑗

∑ 𝑑𝑖𝑗
2

𝑖,𝑗
)                                                                           Equação 1.3 

 

Um obstáculo a ser enfrentado no processo de resolução de curvas é o 

aparecimento de ambiguidades. Esse fenômeno ocorre devido à possibilidade de 

se obter mais de uma resposta que descreva o sistema nas combinações lineares. 

Para solucionar esse problema, se torna fundamental o uso de restrições que 

consistem em informações químicas ou matemáticas presentes no conjunto de 

dados que são introduzidas no processo de otimização do MCR-ALS. Comumente 

são utilizadas as restrições de não-negatividade e igualdade, nas quais os perfis  

são forçados a assumir valores positivos e informações de conhecimento prévio 

como espectros puros, são aplicadas, respectivamente.78 

O uso de técnicas espectrofotométricas em estudos de degradação forçada 

permite a verificação da estabilidade e da cinética de degradação, porém alguns 
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desafios ainda se fazem presentes como a dificuldade de detecção de mudança 

espectral (em alguns casos, por perda de grupos cromóforos), sinal de absorbância 

dos excipientes e a concentração do ativo no momento da leitura. No entanto, 

quando em conjunto com ferramentas quimiométricas, como o MCR-ALS, apesar 

de sua complexidade, proporciona vantagens consideráveis para essa 

investigação.84 
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2 - OBJETIVOS 

2.1  - Objetivo geral 

 

O objetivo geral do trabalho foi encontrar as condições ideais de degradação 

de maneira direta por UV-Vis através de PCA e MCR, para verificar a condição 

onde o ativo degrada de 10 % a 30 %. 

 

 2.2 - Objetivos específicos 

 

• Encontrar as condições ideais de degradação de maneira direta por UV-Vis 

através do MCR-ALS; 

•  Fazer a deconvolução matemática dos espectros para verificar a condição 

onde o ativo degrada na faixa de 10 % a 30 %; 

•  Avaliar o espectro do produto de degradação. 
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3 - METODOLOGIA EXPERIMENTAL 

3.1 - Reagentes e Soluções 

 

As soluções utilizadas nos ensaios de degradação forçada foram preparadas 

utilizando água ultrapura obtida no sistema Mili-Q (Milipore). Utilizou-se ácido 

clorídrico (HCl - pureza 99,9%) para primeiramente preparar a solução de 1 mol 

L-1 e por meio de diluição, as demais soluções ácidas de 0,1 e 0,01 mol L-1. Para 

as soluções básicas, utilizou-se hidróxido de sódio (NaOH) no preparo das 

soluções de 0,01, 0,1 e 1 mol L-1. Para o preparo das soluções oxidativas, peróxido 

de hidrogênio (H2O2) 30 % v/v foi utilizado para a obtenção das soluções de 1 %, 

3 % e 5 % por meio de diluição. O tampão de fosfato utilizado nos ensaios no pH 

6,0 foi preparado com o uso de fosfato monopotássico (KH2PO4) e fosfato 

dissódico (Na2HPO4). 

Os medicamentos Ácido Acetilsalicílico 500 mg (Aspirina®, Bayer), 

Dicloridrato de Levocetirizina 5 mg (genérico, Eurofarma), Cloridrato de 

Tansulosina 0,4 mg (genérico, GeoLab) e Ticagrelor 90 mg (Brilinta®, 

AstraZeneca) foram obtidos em farmácias locais na cidade de São Carlos. Para a 

solubilização dos mesmos, etanol foi utilizado. 

 

 3.2 - Instrumentação 

 

As soluções degradantes e tampão foram preparados com o auxílio de uma 

balança analítica do modelo Shimadzu AUW220D com cinco casas decimais para 

a pesagem, um pHmetro modelo Digimed DM20 foi empregado nas medidas de 

pH e um agitador magnético Ika C-MAG HS 7 para a homogeneização das 

soluções. 

Um espectrofotômetro monofeixe na região UV-Vis modelo BEL UV-M51 

foi utilizado para a obtenção dos espectros das soluções resultantes dos ensaios 
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de degradação forçada, tendo como suporte de amostra cubetas de quartzo de 1,0 

cm. A aquisição de dados foi realizada por meio do software UV-Professional 2. 

 

 3.3 - Testes de Degradação Forçada 

 

Os experimentos foram realizados em tubos de ensaio transparentes onde 

uma fração dos comprimidos de cada fármaco foi colocada em contato com 2 mL 

de solução degradante ácida, básica e oxidativa. No caso da degradação fotolítica, 

os tubos foram colocados em uma câmara escura na presença de radiação UV 

proveniente de uma lâmpada UV com comprimento de onda dominante de 364 

nm.  

Essas soluções foram deixadas em repouso, ao abrigo de luz externa e em 

temperatura ambiente nos tempos de 0h, 1h, 24h e 48h. Posteriormente, as 

soluções a serem analisadas, foram transferidas para um balão de 25 mL. Nas 

degradações ácidas ou básicas houve a neutralização do pH com adição de 2 mL 

de solução básica ou ácida, respectivamente, e nas demais soluções de degradação 

foram adicionados 2 mL de água. Adicionou-se 6 mL de solução tampão fosfato 

(HPO4
-/HPO4

2-) para que todas as amostras apresentassem o mesmo pH e o 

volume foi completado com etanol. Em seguida, as soluções foram diluídas para 

serem lidas no espectrofotômetro UV-Vis, onde foram feitas varreduras por 

comprimento de onda na faixa de 200 a 400 nm com incremento de 2 nm que 

resultaram em espectros de absorbância. 

  

 3.4  - Quimiometria 

 

Os espectros foram importados diretamente para o Matlab (Mathworks – 

7.11.0 R2010b) onde foram organizados em uma matriz de dados X, sendo que as 

linhas continham informações sobre cada amostra analisada na ordem do meio 

degradante menos agressivo pra o mais agressivo e na ordem crescente dos 
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tempos de reação. As colunas foram dispostas no sentido de trazerem informações 

sobre as medidas de absorbância em cada comprimento de onda no intervalo de 

varredura espectrofotométrica. Utilizou-se a estratégia de matriz aumentada que 

consiste na adição dos espectros puros de componentes conhecidos na matriz de 

dados, no caso os espectros iniciais dos produtos sem degradação, a fim de 

facilitar a resolução da mistura de compostos. 

As matrizes X de dimensão 13 x 200 (amostras x comprimentos de onda), 

passaram pelo processo de pré-tratamento por meio do PLS_Toolbox 5.2 onde a 

primeira derivada foi escolhida. Em seguida o número de variáveis consideradas 

na análise das amostras foi definido pela PCA. Por fim, os espectros mais puros 

foram encontrados pela rotina PURE sendo os cálculos por MCR-ALS executados 

com as restrições de não-negatividade para concentração e igualdade para o 

espectro conhecido, a fim de auxiliar na resolução do algoritmo. 
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4 - RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 - Ácido acetilsalicílico  

 

A Figura 10 mostra os espectros obtidos a partir das soluções de ensaios de 

degradação forçada da AAS em meio ácido com soluções de ácido clorídrico a 1 

mol L-1, 0,1 mol L-1 e 0,01 mol L-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Com os dados espectrais tratados com a primeira derivada, o número de 

espécies químicas espectrofotometricamente ativas no sistema, o posto da matriz, 

foi estabelecido como dois por meio da PCA. Em seguida foi necessária a 

estimativa inicial dos espectros puros dessas espécies para gerar a resolução de 

curva multivariada com as estimativas dos perfis de concentração relativa e os 

perfis espectrais para a degradação do AAS em meio ácido. Os gráficos 

resultantes do método quimiométrico MCR-ALS estão representados pela Figura 

11 (a). 

FIGURA 10 - Espectros de absorbância do Ácido Acetilsalicílico obtidos a partir 

de soluções de ensaios de degradação forçada em meio ácido. 
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A Figura 11 (b) mostra a porcentagem estimada de degradação do AAS a 

cada experimento onde o primeiro é a solução do fármaco puro, os experimentos 

2, 3 e 4 ocorreram em presença de HCl 0,01 mol L-1, os experimentos 5, 6 e 7 em 

HCl 0,1 mol L-1 e os experimentos 8, 9 e 10 em HCl 1 mol L-1, todos nos tempos 

de 1h, 24h e 48h. 

 

 

 

Os resultados obtidos apresentaram uma falta de ajuste em relação à matriz 

de 2,01 % e a porcentagem de variância explicada (R2) igual a 99,97 %, indicando 

que o modelo gerou uma boa estimativa dos perfis espectrais e de concentração 

dos analitos em solução.  

O perfil de concentração relativa para o analito em questão mostrou que nas 

soluções 0,01 e 0,1 mol/l de HCl no tempo de 1h, a estimativa da porcentagem de 

degradação do fármaco em relação à presença da amostra inicial em meio ácido 

atingiu um valor mínimo de 10 % e máximo de 30 %.  

Esse resultado, adquirido de maneira prática, mostra a condição dos testes de 

degradação forçada que atende os pré-requisitos das agências regulatórias. A 
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FIGURA 11 - Resultados da resolução MCR-ALS. (a) Perfis espectrais puros e 

perfis de concentração relativa dos componentes da mistura; (b) Gráfico da 

concentração relativa do AAS em meio ácido. 
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economia de tempo e recursos foi de fato alcançada se comparado com as 

circunstâncias do procedimento convencional realizado por meio da 

cromatografia líquida. 

A Figura 12 mostra os espectros obtidos a partir das soluções de ensaios de 

degradação forçada do AAS em meio básico com o uso de soluções de hidróxido 

de sódio a 0,01 mol L-1, 0,1 mol L-1 e 1 mol L-1 respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A resolução de curva multivariada gerou as estimativas dos perfis de 

concentração e os perfis espectrais obtidos matematicamente para a degradação 

em meio básico e esses dados estão representados pela Figura 13 (a). Na Figura 

13 (b) é mostrada a porcentagem estimada de degradação do AAS a cada 

experimento onde o primeiro é a solução do medicamento puro, os experimentos 

2, 3 e 4 ocorreram em NaOH 0,01 mol L-1, os experimentos 5, 6 e 7 em NaOH 0,1 

mol L-1 e os experimentos 8, 9 e 10 em NaOH 1 mol L-1, todos nos tempos de 1h, 

24h e 48h. 

O modelo apresenta uma falta de ajuste em relação à matriz de 1,84 % e a 

porcentagem de variância explicada (R2) igual a 99,99%. E pode-se concluir que 

FIGURA 12 - Espectros de absorbância do Ácido Acetilsalicílico obtidos a partir 

de soluções de ensaios de degradação forçada em meio básico. 
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o perfil de concentração relativo para o analito em meio básico com NaOH 0,01 

mol L-1 no tempo de 48h e em NaOH 0,1 mol L-1 nos tempos de 1h e 24h, a 

estimativa atingiu a faixa de 10 % a 30 % de degradação requerida pelas normas 

regulatórias.  

 

 

 

 

 

A Figura 14 mostra os espectros obtidos a partir das soluções de ensaios de 

degradação forçada do AAS em meio oxidativo com peróxido de hidrogênio a 1 

%, 3 % e 5 %. O posto da matriz foi estabelecido como três contribuintes presentes 

na amostra. 

         (a)                                                               (b) 

FIGURA 13 - Resultados da resolução MCR-ALS. (a) Perfis espectrais puros e 

perfis de concentração relativa dos componentes da mistura; (b) Gráfico da 

concentração relativa do AAS em meio básico. 
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A partir dos perfis de concentração obtidos através da MCR-ALS mostrados 

na Figura 15 (a), foi possível plotar o gráfico da porcentagem estimada de 

degradação do AAS em meio oxidativo a cada experimento como mostrado na 

Figura 15 (b). O primeiro experimento é a solução do fármaco puro, os 

experimentos 2, 3, 4 e 5 ocorreram em presença de peróxido de hidrogênio a 1 %, 

os experimentos 6, 7, 8 e 9 a 3 % e os experimentos 10, 11, 12 e 13 a 5 %, todos 

nos tempos de 0h, 1h, 24h e 48h, respectivamente.  

Os resultados apresentaram uma falta de ajuste em relação à matriz de 1,33 

%, e a porcentagem de variância explicada (R2) igual a 99,9823 %. O perfil de 

concentração relativa para o analito em meio oxidativo mostrou que no meio mais 

brando, peróxido de hidrogênio a 1 % no tempo de 1h, a estimativa da 

porcentagem de degradação atingiu a faixa de 10 % a 30 % requerida pelas normas 

regulatórias. 

FIGURA 14 - Espectros de absorbância do Ácido Acetilsalicílico obtidos a partir 

de soluções de ensaios de degradação forçada em meio oxidativo. 
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A Figura 16 mostra os espectros obtidos a partir das soluções de ensaios de 

degradação forçada do AAS em presença de radiação ultravioleta no comprimento 

de onda de 364 nm. O posto da matriz foi estabelecido como dois contribuintes 

presentes na amostra e a Figura 17 (a) representa os espectros recuperados 

juntamente com os perfis de concentração. 

A Figura 17 (b) mostra graficamente a estimativa porcentagem de 

degradação do AAS a cada experimento onde o primeiro é a solução do fármaco 

puro e os seguintes em presença de radiação respectivamente nos tempos de 1h, 

24h e 48h. 

Os resultados obtidos apresentaram uma falta de ajuste em relação à matriz 

de 1,32 %, a porcentagem de variância explicada (R2) igual a 99,98 % e ao analisá-

los observa-se que o perfil de concentração relativa para o analito perante a 

radiação ultravioleta não se mostrou conclusivo a respeito da porcentagem de 

degradação. Os espectros recuperados são semelhantes, indicando a estabilidade 
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FIGURA 15 - Resultados da resolução MCR-ALS. (a) Perfis espectrais puros e 

perfis de concentração relativa dos componentes da mistura; (b) Gráfico da 

concetração relativa do AAS em meio oxidativo. 
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do fármaco no meio em questão ou a semelhança entre o a molécula do ácido 

acetilsalicílico com seu produto de degradação. 
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FIGURA 16 - Espectros de absorbância do Ácido Acetilsalicílico obtidos a partir 

de soluções de ensaios de degradação forçada em meio fotolítico. 

         (a)                                                               (b) 

FIGURA 17 - Resultados da resolução MCR-ALS. (a) Perfis espectrais puros e 

perfis de concentração relativa dos componentes da mistura; (b) Gráfico da 

concentração relativa de AAS em meio fotolítico. 
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 4.2 - Levocetirizina 

 

Para o estudo de degradação forçada da levocetirizina, primeiro o fármaco 

foi colocado em contato com o meio ácido proveniente de soluções de ácido 

clorídrico a 1 mol L-1, 0,1 mol L-1 e 0,01 mol L-1 e os espectros de absorbância 

obtidos são mostrados na Figura 18. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por meio da PCA, o posto da matriz foi estabelecido como três fontes de 

variação independentes presentes em solução. Para realizar os cálculos de MCR-

ALS, as restrições de não-negatividade de concentração e de igualdade para o 

espectro inicial foram utilizadas de forma análoga ao estudo do fármaco anterior. 

Os resultados obtidos são mostrados na Figura 19 (a). 

Foram realizados 13 experimentos sendo o primeiro a leitura de absorbância 

da solução do medicamento puro, os experimentos 2, 3, 4 e 5 ocorreram em 

presença de HCl 0,01 mol L-1, os experimentos 6, 7, 8 e 9 em HCl 0,1 mol L-1 e 

os experimentos 10, 11, 12 e 13 em HCl 1 mol L-1 nos tempos de 0h, 1h, 24h e 

48h, respectivamente. A partir desses dados, o gráfico de porcentagem de 

degradação estimada na Figura 19 (b).  

FIGURA 18 - Espectros de absorbância da Levocetirizina obtidos a partir de 

soluções de ensaios de degradação forçada em meio ácido. 
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O modelo gerou uma porcentagem de variância explicada (R2) igual a 

99,44% e uma falta de ajuste em relação à matriz com um aumento do valor de 

7,45 %. O perfil de concentração relativa para o analito em meio ácido mostrou 

que os experimentos no meio em que se utilizou HCl 0,01 mol L-1 nos tempos de 

24h e 48h atingiram a faixa de 10 % a 30 % de degradação requerida pelas normas 

regulatórias. 

Os estudos da LEV em meio básico geraram os dados de absorbância 

contidos no gráfico da Figura 20. Para a análise da MCR-ALS, o posto da matriz 

foi estabelecido como dois e o procedimento prosseguiu de forma semelhante ao 

anterior. 

O tratamento quimiométrico resultou nos perfis de concentração e 

espectrais na Figura 21 (a) e por consequência foi possível estimar a degradação 

da LEV em meio básico a cada experimento como mostrado na Figura 21 (b). 
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FIGURA 19 - Resultados da resolução MCR-ALS. (a) Perfis espectrais puros e 

perfis de concentração relativa dos componentes da mistura; (b) Gráfico da 

concentração relativa de LEV em meio ácido. 
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Foram feitos 13 experimentos, no primeiro experimento obteve-se o espectro 

da solução do fármaco puro, nos experimentos 2, 3, 4 e 5 o fármaco foi colocado 

em NaOH 0,01 mol L-1, os experimentos 6, 7, 8 e 9 em NaOH 0,1 mol L-1 e os 

experimentos 10, 11, 12 e 13 em NaOH 1 mol L-1, todos nos tempos de 0h, 1h, 

24h e 48h. 

O modelo gerou uma falta de ajuste em relação à matriz de 12,48 % e a 

porcentagem de variância explicada (R2) igual a 98,44 %. O perfil de concentração 

relativo para o analito em meio básico no experimento estima que o analito 

degrada entre 10 e 30 % com NaOH a 0,01 e 0,1 mol L-1, no tempo intermediário 

entre 1h e 24h.  

 

FIGURA 20 - Espectros de absorbância da Levocetirizina obtidos a partir de 

soluções de ensaios de degradação forçada em meio básico. 
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Os espectros de absorbância da LEV em meio oxidativo em diferentes 

tempos estão apresentados na Figura 22. O posto da matriz foi calculado e 

estabelecido que haviam quatro espécies ativas presentes na amostra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 22 - Espectros de absorbância da Levocetirizina obtidos a partir de 

soluções de ensaios de degradação forçada em meio oxidativo. 

         (a)                                                                  (b) 

FIGURA 21 - Resultados da resolução MCR-ALS. (a) Perfis espectrais puros e 

perfis de concentração relativa dos componentes da mistura; (b) Gráfico da 

concentração relativa de LEV em meio básico. 
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Os espectros puros e os perfis de concentração foram obtidos e mostrados na 

Figura 23 (a).  O gráfico que mostra a estimativa de degradação da LEV em meio 

oxidativo foi plotado e mostrado na Figura 23 (b). O primeiro experimento é a 

solução do fármaco puro, os experimentos 2, 3, 4 e 5 ocorreram em presença de 

peróxido de hidrogênio a 1 %, os experimentos 6, 7, 8 e 9 a 3 % e os experimentos 

10, 11, 12 e 13 a 5 %, todos nos tempos de 0h, 1h, 24h e 48h, respectivamente.  

Os resultados apresentaram uma falta de ajuste em relação à matriz de 3,32 

%, e a porcentagem de variância explicada (R2) igual a 99,89 %. O perfil de 

concentração relativa para o analito em meio oxidativo mostrou que no meio mais 

brando, peróxido de hidrogênio a 1 % no tempo de 1h, a porcentagem de 

degradação foi estimada na faixa de 10 % a 30 % exigida pela regulamentação.  

 

 

 

300275250225200
-0.6

-0.4

-0.2

0

0.2

0.4

Comprimento de onda

A
b
s
o
rb

â
n
c
ia

 r
e
la

ti
v
a

0 0 1 24 48 0 1 24 48 0 1 24 48
0

0.1

0.2

0.3

0.4

Tempo (h)

C
o
n
c
e
n
tr

a
ç
ã
o
 r

e
la

ti
v
a

 

 

Componente 1

Componente 2

Componente 3

Componente 4

         (a)                                                                 (b) 

FIGURA 23 - Resultados da resolução MCR-ALS. (a) Perfis espectrais puros e 

perfis de concentração relativa dos componentes da mistura; (b) Gráfico da 

concentração relativa da LEV em meio oxidativo. 
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A Figura 24 mostra os espectros obtidos a partir das soluções de ensaios de 

degradação forçada da LEV em presença de radiação ultravioleta no comprimento 

de onda de 364 nm. O posto da matriz foi estabelecido como dois contribuintes 

presentes na amostra e a Figura 25 (a) representa os espectros recuperados 

juntamente com os perfis de concentração. 

A Figura 25 (b) apresenta a estimativa da porcentagem de degradação da 

LEV a cada experimento onde o primeiro é a solução do fármaco puro e os 

seguintes em presença de radiação respectivamente nos tempos de 1h, 24h e 48h.  

Os resultados obtidos apresentaram uma falta de ajuste em relação à matriz 

de 3,12 %, a porcentagem de variância explicada (R2) igual a 99,90 % e ao analisa-

los observa-se que o perfil de concentração relativa para o analito perante a 

radiação ultravioleta não se mostrou conclusivo a respeito da porcentagem de 

degradação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 24 - Espectros de absorbância da Levocetirizina obtidos a partir de 

soluções de ensaios de degradação forçada em meio fotolítico. 
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 4.3 - Tansulosina 

 

A Figura 26 mostra os espectros obtidos a partir das soluções de ensaios de 

degradação forçada de TAN em ácido clorídrico a 1,0 mol L-1, 0,1 mol L-1 e 0,01 

mol L-1. 

Na etapa da PCA, o posto da matriz foi estabelecido como quatro fontes de 

variação independentes presentes em solução. Nos cálculos de MCR-ALS, as 

restrições de não negatividade e de igualdade foram utilizadas e os resultados 

obtidos são mostrados na Figura 27 (a). 

Foram feitos 13 experimentos sendo o primeiro é a leitura de absorbância da 

solução do fármaco puro, os experimentos 2, 3, 4 e 5 ocorreram em presença de 

HCl 0,01 mol L-1, os experimentos 6, 7, 8 e 9 em HCl 0,1 mol L-1 e os 
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FIGURA 25 - Resultados da resolução MCR-ALS. (a) Perfis espectrais puros e 

perfis de concentração relativa dos componentes da mistura; (b) Gráfico da 

concentração relativa de LEV em meio fotolítico. 
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experimentos 10, 11, 12 e 13 em HCl 1 mol L-1 nos tempos de 0h, 1h, 24h e 48h, 

respectivamente. Com desses dados, o gráfico de porcentagem de degradação 

estimada foi plotado na Figura 27 (b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os resultados obtidos apresentaram uma falta de ajuste em relação à matriz 

de 7,69 % e a porcentagem de variância explicada (R2) igual a 99,41 %, indicando 

que o modelo gerou uma boa estimativa dos perfis espectrais e de concentração 

dos analitos em solução de forma significativamente explicativa.  

O perfil de concentração relativa para o analito em questão estimou que nos 

tempos iniciais de cada solução degradante ácida a porcentagem de degradação 

do fármaco atingiu o valor mínimo de 10 % em relação ao fármaco puro. 

 

FIGURA 26 - Espectros de absorbância da Tansulosina obtidos a partir de 

soluções de ensaios de degradação forçada em meio ácido. 
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A Figura 28 mostra os espectros obtidos a partir das soluções de ensaios de 

degradação forçada da TAN em meio básico que consistiu em soluções de 

hidróxido de sódio em três diferentes concentrações: 0,01 mol L-1, 0,1 mol L-1 e 1 

mol L-1.  

Para a análise da MCR-ALS, o posto da matriz foi estabelecido como três 

e o procedimento prosseguiu-se de forma semelhante ao anterior.  A resolução de 

curva multivariada gerou as estimativas dos perfis de concentração e os perfis 

espectrais mais puros representados pela Figura 29 (a). Na Figura 29 (b) é 

mostrada a porcentagem de degradação da TAN a cada experimento onde o 

primeiro é a solução do fármaco puro, os experimentos 2, 3 e 4 ocorreram em 

presença de NaOH 0,01 mol L-1, os experimentos 5, 6 e 7 em NaOH 0,1 mol L-1 

e os experimentos 8, 9 e 10 em NaOH 1 mol L-1, todos nos tempos de 1h, 24h e 

48h. 
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FIGURA 27 - Resultados da resolução MCR-ALS. (a) Perfis de concentração e 

espectros dos componentes mais puros da TAN; (b) Gráfico da concentração 

relativa de TAN em meio ácido. 
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FIGURA 29 - Resultados da resolução MCR-ALS. (a) Perfis de concentração e 

espectros dos componentes mais puros da TAN; (b) Gráfico de concentração 

relativa de TAN em meio básico. 

FIGURA 28 - Espectros de absorbância da Tansulosina obtidos a partir de 

soluções de ensaios de degradação forçada em meio básico. 
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Com uma boa estimativa apresentando uma falta de ajuste em relação à 

matriz de 2,07 % e a porcentagem de variância explicada (R2) igual a 99,96 %, o 

modelo carrega a informação de que apenas no meio mais brando e no menor 

tempo de degradação a TAN atingiu a faixa de 10 % a 30 % exigida pela 

regulamentação.  

Na Figura 30 os espectros obtidos a partir das soluções de ensaios de 

degradação forçada da TAN em meio oxidativo estão representados graficamente. 

A partir desses dados, o posto da matriz foi calculado e estabelecido como dois 

contribuintes presentes na amostra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A partir dos perfis de concentração obtidos através da MCR-ALS mostrados 

na Figura 31 (a), o gráfico da porcentagem de degradação estimada da TAN em 

meio oxidativo a cada experimento foi plotado e mostrado na Figura 31 (b). O 

primeiro experimento é a solução do fármaco puro, os experimentos 2, 3, 4 e 5 

ocorreram em presença de peróxido de hidrogênio a 1 %, os experimentos 6, 7, 8 

e 9 a 3 % e os experimentos 10, 11, 12 e 13 a 5 %, todos nos tempos de 0h, 1h, 

24h e 48h, respectivamente.  

FIGURA 30 - Espectros de absorbância da Tansulosina obtidos a partir de 

soluções de ensaios de degradação forçada em meio oxidativo. 
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Os resultados apresentaram uma falta de ajuste em relação à matriz de 8,80 

%, e a porcentagem de variância explicada (R2) igual a 99,23 %. O perfil de 

concentração relativa para o analito em meio oxidativo mostrou que, assim como 

nos experimentos em meio básico, a porcentagem de degradação foi estimada na 

faixa de 10 % a 30 % requerida pelas normas regulatórias apenas no meio mais 

brando e nos menores tempos.  

 

 

A Figura 32 mostra os espectros obtidos a partir das soluções de ensaios de 

degradação forçada da TAN em presença de radiação ultravioleta no comprimento 

de onda de 364 nm. O posto da matriz foi estabelecido como dois contribuintes 

presentes na amostra e a Figura 33 (a) representa os espectros recuperados 

juntamente com os perfis de concentração.  
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FIGURA 31 - Resultados da resolução MCR-ALS. (a) Perfis de concentração e 

espectros dos componentes mais puros da TAN; (b) Gráfico de concentração 

relativa da TAN em meio oxidativo. 
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A Figura 33 (b) mostra a porcentagem de degradação da TAN a cada 

experimento onde o primeiro é a solução do fármaco puro e os seguintes em 

presença de radiação respectivamente nos tempos de 1h, 24h e 48h. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os resultados obtidos apresentaram uma falta de ajuste em relação à matriz 

de 1,32 %, a porcentagem de variância explicada (R2) igual a 99,98 % e ao analisa-

los observa-se que o perfil de concentração relativa para o analito perante a 

radiação ultravioleta se mostrou estável devido à semelhança dos espectros das 

espécies ativas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 32 - Espectros de absorbância da Tansulosina obtidos a partir de 

soluções de ensaios de degradação forçada em meio fotolítico. 
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 4.4  - Ticagrelor 

 

A Figura 34 mostra os espectros obtidos a partir das soluções de ensaios de 

degradação forçada de TCG em meio ácido em soluções de ácido clorídrico a 1,0 

mol L-1, 0,1 mol L-1 e 0,01 mol L-1. 

Por meio da PCA, o posto da matriz foi estabelecido como duas fontes de 

variação independentes presentes em solução. Para realizar os cálculos de MCR-

ALS, as restrições de não negatividade e de igualdade foram utilizadas de forma 

análoga ao estudo do fármaco anterior. Os resultados obtidos são mostrados na 

Figura 35 (a). 
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FIGURA 33 - Resultados da resolução MCR-ALS. (a) Perfis de concentração e 

espectros dos componentes mais puros da TAN; (b) Gráfico de concentração 

relativa de TAN em meio fotolítico. 
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Foram feitos 13 experimentos sendo o primeiro é a leitura de absorbância da 

solução do fármaco puro, os experimentos 2, 3, 4 e 5 ocorreram em presença de 

HCl 0,01 mol L-1, os experimentos 6, 7, 8 e 9 em HCl 0,1 mol L-1 e os 

experimentos 10, 11, 12 e 13 em HCl 1 mol L-1 nos tempos de 0h, 1h, 24h e 48h, 

respectivamente. Com desses dados, a estimativa gráfica de porcentagem de 

degradação foi plotado na Figura 35 (b). Os resultados obtidos apresentaram uma 

falta de ajuste em relação à matriz de 6,49 % e a porcentagem de variância 

explicada (R2) igual a 99,02 %.  

O perfil de concentração relativa para o analito em questão mostrou que no 

primeiro experimento que ocorreu em presença de HCl a 0,01 mol L-1 no tempo 

inicial, a porcentagem de degradação do fármaco já atingiu a faixa estimada de 10 

% a 30 % em relação ao fármaco puro. 

FIGURA 34 - Espectros de absorbância de Ticagrelor obtidos a partir de soluções 

de ensaios de degradação forçada em meio ácido. 
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A Figura 36 mostra os espectros obtidos a partir das soluções de ensaios de 

degradação forçada do TCG em meio básico que consistiu em soluções de 

hidróxido de sódio em três diferentes concentrações: 0,01 mol L-1, 0,1 mol L-1 e 1 

mol L-1. E por meio da PCA, o posto da matriz foi estabelecido como dois. 

 A resolução de curva multivariada gerou as estimativas dos perfis de 

concentração e os perfis espectrais mais puros representados pela Figura 37 (a). 

Na Figura 37 (b) é mostrada a estimativa da porcentagem de degradação do TCG 

a cada experimento onde o primeiro é a solução do fármaco puro, os experimentos 

2, 3, 4 e 5 ocorreram em NaOH 0,01 mol L-1 , os experimentos 6, 7, 8 e 9 em 

NaOH 0,1 mol L-1 e os experimentos 10, 11, 12 e 13 em NaOH 1 mol L-1, todos 

nos tempos de inicial, 1h, 24h e 48h. 
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FIGURA 35 - Resultados da resolução MCR-ALS. (a) Perfis de concentração e 

espectros dos componentes mais puros da TCG; (b) Gráfico da concentração de 

TCG em meio ácido. 
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FIGURA 37 - Resultados da resolução MCR-ALS. (a) Perfis de concentração e 

espectral dos componentes mais puros da TCG; (b) Gráfico da concentração 

relativa de TCG em meio básico. 

FIGURA 36 - Espectros de absorbância de Ticagrelor obtidos a partir de soluções 

de ensaios de degradação forçada em meio básico. 
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Com uma estimativa apresentando uma falta de ajuste em relação à matriz 

de 8,37 % e a porcentagem de variância explicada (R2) igual a 98,96 %, o modelo 

carrega a informação de que apenas no meio mais brando e nos menores tempos 

a degradação da TCG em meio básico atingiu a faixa de 10 % a 30 % exigida pela 

agências regulatórias. 

A Figura 38 mostra os espectros obtidos a partir das soluções de ensaios de 

degradação forçada de TCG em meio oxidativo com peróxido de hidrogênio a 1 

%, 3 % e 5 %. O posto da matriz foi estabelecido como dois contribuintes 

presentes na amostra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A partir dos perfis de concentração obtidos através da MCR-ALS mostrados 

na Figura 39 (a), foi possível plotar o gráfico da porcentagem de degradação 

estimada do TCG em meio oxidativo a cada experimento como mostrado na 

Figura 39 (b). O primeiro experimento é a solução do fármaco puro, os 

experimentos 2, 3, 4 e 5 ocorreram em presença de peróxido de hidrogênio a 1 %, 

os experimentos 6, 7, 8 e 9 a 3 % e os experimentos 10, 11, 12 e 13 a 5 %, todos 

nos tempos de 0h, 1h, 24h e 48h, respectivamente.  

FIGURA 38 - Espectros de absorbância de Ticagrelor obtidos a partir de soluções 

de ensaios de degradação forçada em meio oxidativo. 
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Os resultados apresentaram uma falta de ajuste em relação à matriz de 16,88 

%, e a porcentagem de variância explicada (R2) igual a 97,15 %. O perfil de 

concentração relativa para o analito em meio oxidativo mostrou que em presença 

de peróxido de hidrogênio a 1 % a porcentagem de degradação foi estimada na 

faixa de 10 % a 30 % requerida pelas normas regulatórias e em concentrações 

mais altas o fármaco degrada além do limite. 

 

 

 

A Figura 40 mostra os espectros obtidos a partir das soluções de ensaios de 

degradação forçada de TCG em presença de radiação ultravioleta no comprimento 

de onda de 364 nm. O posto da matriz foi estabelecido como dois contribuintes 

presentes na amostra e a Figura 41 (a) representa os espectros recuperados 

juntamente com os perfis de concentração. 
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FIGURA 39 - Resultados da resolução MCR-ALS. (a) Perfis de concentração e 

espectros dos componentes mais puros da TCG; (b) Gráfico da concentração 

relativa de TCG em meio oxidativo. 
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A Figura 41 (b) apresenta a porcentagem de degradação estimada de TCG a 

cada experimento onde o primeiro é a solução do fármaco puro e os seguintes em 

presença de radiação respectivamente nos tempos de 1h, 24h e 48h. 

Os resultados obtidos apresentaram uma falta de ajuste em relação à matriz 

de 2,98 %, a porcentagem de variância explicada (R2) igual a 99,91 % e ao analisa-

los observa-se que o perfil de concentração relativa para o analito perante a 

radiação ultravioleta não se mostrou conclusivo a respeito da porcentagem de 

degradação.  

 

FIGURA 40 - Espectros de absorbância de Ticagrelor obtidos a partir de soluções 

de ensaios de degradação forçada em meio fotolítico. 
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FIGURA 41 - Resultados da resolução MCR-ALS. (a) Perfis de concentração e 

espectros dos componentes mais puros da TCG; (b) Gráfico da concentração de 

TCG em meio fotolítico. 
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5  - CONCLUSÕES 

 

Com o estudo de degradação forçada dos fármacos escolhidos, foi possível a 

obtenção de estimativa dos perfis puros espectrais e da concentração dos 

componentes presentes nas soluções dos testes de degradação forçada. 

A metodologia de monitoramento da degradação usando UV-Vis e MCR-

ALS se mostrou simples e eficiente para encontrar a condição favorável à 

degradação do fármaco no intervalo de 10% a 30%. Essa faixa de degradação é 

requerida pelos órgãos de regulamentação na etapa de validação dos métodos 

analíticos onde geralmente a cromatografia líquida é empregada. A técnica 

proposta mostra que em diversos casos é possível reduzir muito o consumo de 

reagentes, resíduos, tempo de máquina e de manuseio. 

Para o AAS, o fármaco atingiu a degradação mínima de 10% no meio ácido 

com HCl  0,01 e 0,1 mol L-1 por 1h, no meio básico com NaOH a 0,1 mol L-1 por 

1h. No meio oxidativo esse resultado foi alcançado com H2O2 a 1% por 1h e no 

meio oxidativo permaneceu estável. No estudo da degradação da LEV no meio 

ácido, a condição favorável ocorreu na presença de HCl 0,01 mol L-1 por 24h. No 

meio básico em NaOH 0,01 e 0,1 mol L-1 entre 1h e 24h, no meio oxidativo com 

H2O2 a 1% por 1h. A TAM e o TCG obtiveram uma degradação na faixa de 10 a 

30% nos meios ácidos, básicos e oxidativos mais brandos e nos menores tempos. 

Nos meios fotolíticos não se obtiveram resultados conclusivos. 

Portanto, pode-se concluir que a espectroscopia UV-Vis aliada ao MCR-ALS 

se mostrou uma alternativa promissora pela simplicidade, seletividade relativa e 

baixo custo. Essa metodologia pode ser aplicada nos testes de degradação forçada 

como forma de reconhecer de maneira rápida a condição em que os estudos irão 

prosseguir  
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