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RESUMO

O controle de qualidade ¢ uma das etapas mais importantes na fabricagdo de medicamentos,
estando relacionado diretamente com riscos a saide publica. O rapido desenvolvimento
cientifico da area e o constante aumento na demanda ocasionou em buscas por outras
metodologias analiticas que permitam obter resultados de maneira rapida e barata. A
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) ¢ um dos métodos espectroscopicos mais poderosos
da atualidade, sendo capaz de gerar informagdes que permitem um total entendimento
estrutural da amostra através de analises rapidas, nao-destrutivas e nao-especificas. Apesar
disso, a RMN estd pouco presente em farmacopeias globais, limitando-se a aplicagdes nas
quais outras ferramentas ndo sdo capazes de atuar. Para contornar sua baixa sensibilidade,
fator limitante da técnica, os espectrometros de RMN se tornaram equipamentos custosos de
adquirir e manter, fazendo uso de liquidos criogénicos e necessitando de infraestrutura
adequada e operadores qualificados, o que tornou a sua aplicagdo pouco conveniente, 0s
limitando a laboratorios especializados. Nas ultimas décadas, foram desenvolvidos e
aperfeicoados os espectrometros de RMN de baixa resolugdo (ou de bancada), com o
proposito de possibilitar a difusdo da RMN para novos ares. Estes sdo compactos, apresentam
baixo custo de aquisicdo e manutencdo, ¢ sao de facil operagdo, operando em menores
campos magnéticos, além de ndo necessitarem da utilizacdo de solventes deuterados.
Apresentam, porém, certas limitagdes quanto a suas aplicagdes, principalmente quanto a
resolucao e sensibilidade. No presente trabalho, buscou-se avaliar a potencialidade de
aplicacdo de um espectrometro de RMN de baixa resolu¢dao no controle de qualidade de
medicamentos, mais especificamente na identificacdo de insumos, em analises quantitativas, €
na caracterizacdo de produtos de degradacgdo. Para tal, utilizou-se um espectrometro Bruker
Fourier 80, operando a 1,9 T, e como comparativo foram usados os resultados obtidos em um
espectrometro de alta resolugdo, modelo Bruker Avance 400, operando a 9,4 T. Foram
realizados experimentos de 'H, *C{'H}, DEPT135, HSQC e HMBC. As anilises
quantitativas foram realizadas através do método ERETIC2. Os resultados qualitativos
mostraram que, embora as limitacdes intrinsecas do espectrometro de RMN de baixa
resolucao influenciem negativamente nas analises, os resultados obtidos apresentam qualidade
suficiente para que seja possivel obter informagdes equivalentes aos adquiridos em
espectrometros de alta resolucdo. A aplicagdo do ERETIC2 mostrou alta precisdo, acuracia,
reprodutibilidade e repetibilidade, sendo possivel quantificar amostras de até 2,5 mmol-L",
além de apresentar certa robustez a variagdes nos parametros de aquisicoes.

Palavras-chave: RMN de baixa resolucdo; RMN de bancada; controle de qualidade de
medicamentos; RMN quantitativa; ERETIC2.



ABSTRACT

Quality control is one of the most important steps in pharmaceutical manufacturing, as it is
directly related to public health risks. The fast development in this field and the constant
increase in demand have led to the search of other analytical methodologies capable of
obtaining results in a quicky and inexpensive manner. Nuclear Magnetic Resonance (NMR) is
currently one of the most powerful spectroscopic methods, capable of generating information
that enables a complete structural understanding of samples through fast, non-destructive, and
non-specific analysis. Despite this, NMR is sparsely present on global pharmacopoeias,
limited to applications where other methodologies are not capable. To overcome its low
sensibility, a limiting factor in the technique, NMR spectrometers have become costly to
purchase and maintain, requiring the use of cryogenic liquids, necessitating appropriate
infrastructure and specialized operators, which rendered its application inconvenient, limiting
itself to specialized laboratories, primarily focused on research. In recent decades, low-
resolution (or benchtop) NMR spectrometers have been developed and perfected with the
purpose of expanding the reach into new realms. These are compact, have low acquisition and
maintenance costs, and are easy to operate, functioning with lower magnetic fields.
Additionally, they do not require the use of deuterated solvents. However, they present certain
limitations regarding their applications, primarily in relation with resolution and sensitivity. In
this study, it was evaluated how well a low-resolution NMR spectrometer can be applied in
the context of pharmaceutical quality control, assessing its capability in ingredient
identification, general quantitative analysis and characterization of degradations products.
For this purpose, a Bruker Fourier 80 spectrometer operating at 1.9 T was used, and a
comparison was made with results obtained from a conventional high-resolution spectrometer,
a Bruker Avance 1 400, operating at 9.4 T. Experiments of 'H, *C{'H}, DEPT135, HSQC and
HMBC were conducted. Quantitative analyses were performed using the ERETIC2 method.
Qualitative results showed that despite its intrinsic limitations negatively impacting the
analyses, the quality of data obtained is sufficient to provide information equivalent to that
obtained from high-resolution spectrometers. The application of ERETIC2 demonstrated high
precision, accuracy, reproducibility, and repeatability, allowing the quantification of samples
with concentrations as low as 2.5 mmol-L"! within minutes, and also showing a certain
robustness to variations in acquisition parameters.

Key words: low-resolution NMR; benchtop NMR, pharmaceutical quality control;
quantitative NMR, ERETIC2.
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1 INTRODUCAO

O controle de qualidade ¢ uma etapa fundamental do processo de producdao de
medicamentos, sendo cada vez mais um grande desafio para a industria. O réapido
desenvolvimento cientifico e tecnoldgico na &rea, juntamente com a alta procura por
medicamentos, causou um significativo aumento na demanda por métodos analiticos capazes
de gerar resultados satisfatorios de maneira rapida.’

Além da grande escala de produgdo, outra questao relevante estd na descentralizagao
dos processos, envolvendo um maior nimero de partes distintas, dificultando o
acompanhamento e controle como um todo."? Ainda, por estar diretamente relacionado com
riscos & satde publica, a realizagio deste processo de maneira adequada ¢ primordial.>*

Embora seja comumente referenciado como um processo Unico, o controle de
qualidade de medicamentos engloba diversas etapas, realizadas em diferentes momentos do
processo de producdo, com metodologias e objetivos proprios, que se somam ¢ resultam em
um conjunto de informagdes capaz de permitir o completo dominio sobre o todo.>*

Desta maneira, nao ¢ possivel utilizar apenas uma tnica técnica analitica no processo
como um todo, visto que uma Unica ferramenta dificilmente seria capaz de obter todos os
resultados desejados. Portanto, um misto de metodologias ¢ utilizado neste cenario,
englobando desde métodos classicos, como determina¢ao de ponto de fusdo e reagdes de
precipitacdo, até analises modernas como métodos espectroscopicos.”’ Assim, como
diferentes métodos analiticos precisam ser utilizados, o processo pode se tornar demorado e
apresentar elevado custo, necessitando de uma maior infraestrutura e operadores capacitados
frente a diferentes técnicas de analise.>’

M¢étodos cromatograficos como a Cromatografia Gasosa (CG) e Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (High Performance Liquid Cromatography, HPLC) sao
amplamente difundidos na andlise de farmacos, principalmente por poderem ser acopladas a
uma grande gama de diferentes detectores, possibilitando que mais informagdes sejam
obtidas.>™

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) ¢ um dos métodos espectroscopicos mais
poderosos da atualidade, apresentando inimeras vantagens frente a outros métodos analiticos,
sendo capaz de fornecer detalhadas informagdes estruturais de moléculas através da analise
inequivoca dos resultados.*

As diversas analises aplicaveis no controle de qualidade de medicamentos sdo

fortemente regulamentadas por Orgdos nacionais e internacionais, através de protocolos,
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metodologias e monografias que estio dispostos em farmacopeias.>!! Apesar do poderio da
RMN, a ferramenta ¢ pouco utilizada na area, sendo pouco abordada nestes documentos,
estando restrita a algumas aplicacdes nas quais outros métodos analiticos ndo sdo capazes de
atuar.

Varios fatores podem ser a explicacdo seu pouco uso, cabendo mencionar o alto
custo para adquirir e manter espectrometros de RMN, a necessidade de infraestrutura
adequada e de operadores qualificados, bem como a baixa sensibilidade da RMN quando
comparada a outros métodos analiticos. Estes sdo problemas que distanciam a técnica deste
panorama industrial, sendo preterida por outras ferramentas.*!>!3

Algumas etapas dentro do controle de qualidade de medicamentos poderiam ser
realizadas exclusivamente por RMN, com resultados equivalentes ou até superiores aos
encontrados por outras metodologias, mesmo quando estas sdo aplicadas de forma acoplada.
Por exemplo, pode-se citar:

e Identificacdo de insumos;>*"!2

e Determinacio da composicio de formulagdes multicomponentes;'?
e Determinacio de pureza e detecgiio de solventes residuais;>*
e Observagdo de rotas de degradagdo de insumos, elucidagdo estrutural e

quantificacdo dos produtos de degradagio;'?
e Determinacio de razdes molares de acidos/bases em sais;'?
e Identificacdo de produtos falsificados;**
e Quantificacdo de teor de principio ativo em formulagdes;*!?

e Determinacio de razdes isoméricas em drogas quirais.*'?

1.1 ARESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

O fenomeno da espectroscopia de RMN estd baseado no fato de que certos nucleos
atdmicos apresentam momento angular de spin e, consequentemente, momentos magnéticos
de spin. Tal fato foi inicialmente proposto em 1924 por Pauli, e comprovado nos anos que se
seguiram.'*!” Contudo, as primeiras demonstra¢des de sucesso da RMN se deram apenas em
1946, sendo realizadas por dois grupos de pesquisa independentes nas Universidades de
Stanford e Harvard, liderados por Bloch e Purcell, respectivamente, o que fez com que ambos

fossem agraciados de maneira conjunta com o Prémio Nobel de Fisica de 1953.!%1°
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Cada nucleo que apresenta momento magnético de spin, chamado simplesmente de
spin, possui um numero quantizado de estados de spin permitidos (npin), determinado pelo
numero quantico de spin nuclear /, conforme a equag¢do (1), e estes apresentam-se com

diferencas inteiras sequenciais de +/ a —1.2%!

Npin = 21+ 1 1)

Sem interferéncia externa, todos os estados de spin sdo degenerados e ocupados de
maneira quase igualitaria. Porém, quando na presenga de um campo magnético externo (By),
os momentos nucleares se alinham no sentido do campo magnético, com direcdes opostas, € a
energia destes se torna desigual. O spin alinhado ao campo apresenta menor energia, € o spin

oposto ao campo apresenta maior energia, conforme mostrado na FIGURA 1.2%%!

FIGURA 1 - ESTADOS DE SPIN DE UM NUCLEO DE 'H NA AUSENCIA E PRESENCA DE B,.

E
L
4——-&7‘_/"/ f
AR
e At B,
Sem campo Campo aplicado

FONTE: O autor (2024).

O fenomeno da RMN ocorre quando estes nticleos sdo induzidos a absorver energia e
mudar a orientagdo de spin em relacdo a By. Essa energia absorvida ¢ quantizada, e ¢ uma
funcdo do proprio By, o que significa que quanto maior o campo magnético externo aplicado,
maior a diferenca de energia entre os estados de spin.?*?*! A energia é aplicada externamente
através de pulsos de excitagdo de curta duracdo. Quando o pulso ¢ desligado, os nucleos
comegam a perder energia e retornar ao seu estado de spin original, processo este conhecido

como relaxacgio.?’
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Para que seja possivel observar a ressonancia, ¢ necessario que exista um excesso
populacional de spins no estado de menor energia. A diferenca energética entre os estados,
porém, ¢ muito pequena. Por exemplo, a 25 °C, sob um campo magnético de 60 MHz, o
excesso de nucleos de 'H no estado de menor energia é de 9 em 2 milhdes de niicleos.”’ E por
este motivo que se considera a RMN como uma técnica pouco sensivel quando comparada a
outras ferramentas analiticas, e maiores campos magnéticos sio desejados.?*!

Durante a relaxacdo, cada nucleo emite radiacdo eletromagnética com diferentes

frequéncias, chamada de sinal de decaimento de inducao livre (Free Induction Decay, FID), o

qual ¢é detectado em fungdo do tempo.?®*! Um exemplo de FID esta exposto na FIGURA 2.

FIGURA 2 - SINAL DE DECAIMENTO DE INDUCAO LIVRE (FID) DE 'H DO ETANOL (80 MHZ).

W v

www

=

ﬂ. T —

0 segundos 2.5

FONTE: O autor (2024).

O processamento do FID ¢ realizado através da aplicagdo do método matematico
chamado Transformada de Fourier (Fourier Transform, FT), que decompde o FID,

convertendo-o para o dominio de frequéncia, dando origem aos espectros de RMN.

1.2 EVOLUCAO DOS ESPECTROMETROS DE RMN

A rapida evolugdo da RMN como ferramenta analitica foi fortemente impulsionada
pelo acelerado desenvolvimento e disponibilidade comercial de espectrometros, juntamente

com seus constantes aprimoramentos.?
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Espectrometros comerciais comegaram a ser desenvolvidos quase imediatamente
apos as descobertas publicadas por Bloch e Purcell, sendo construidos tanto com magnetos
permanentes como eletroimas. Passados apenas 6 anos da publicacdo das descobertas, era
langado no mercado o espectrometro HR-30 da Varian Associates, que operava com onda
continua e um eletroimd de 0,7 T, observando o nucleo de 'H a uma frequéncia de 30
MHz.2>%* O equipamento pesava aproximadamente 2,5 toneladas, necessitava de resfriamento
por 4gua permanente, e apresentava sistema elétrico extremamente complexo, sendo até
considerado como um pesadelo de se trabalhar. Contudo, era o “estado da arte” da época.”®

A baixa sensibilidade deste equipamento, que restringia sua utilizacdo apenas em
liquidos puros ou solugdes muito concentradas, deu inicio imediato a busca por equipamentos
que operavam com maiores campos magnéticos. Foram langados nos anos seguintes o HR-40,
o HR-60 e o HR-100, com frequéncias de ressonancia de 40 MHz, 60 MHz, e 100 MHz para
o niicleo de 'H, respectivamente. Essa procura também fez com que magnetos permanentes
fossem pouco utilizados, rapidamente cedendo espaco aos espectrometros baseados em
eletroimds, que apresentavam a possibilidade de alcancar maiores campos magnéticos.?>?

Além do aumento do campo magnético, outros avangos estavam presentes em cada
novo langamento, como a introdu¢do do giro da amostra e a possibilidade de ajustar o
shimming, que facilitavam a operagdo do aparelho e melhoravam a homogeneidade do campo
magnético, permitindo maior definicdo do desacoplamento de spins e, consequentemente,
significativa melhora na qualidade espectral.?>?

O primeiro grande salto do desenvolvimento de espectrometros se deu com o
langamento do Varian A-60, em 1961. Este, que observava apenas o nicleo de 'H, a 60 MHz,
apresentava alta estabilidade e sensibilidade, além de ter tamanho e formato que permitiam
sua instalagdo em ambientes laboratoriais comuns. Apresentando um sistema de lock de
campo/frequéncia e uma interface de facil utilizacdo, este espectrometro ¢ considerado como
o responsavel por difundir a RMN para os laboratérios quimicos.>

Intimeros avangos seguiram. Assim, com o aumento da sensibilidade, elevou-se o
numero de nucleos que podiam ser estudados efetivamente. Com a melhora do sistema
computacional e dos consoles, surgiu a possibilidade de se adquirir repetidos transientes e
somar os espectros obtidos, melhorando o resultado da analise.>***

Dois momentos podem ser considerados como revolucionarios para a RMN.
Rapidamente se tornou aparente que os espectrometros baseados puramente em eletroimas

estavam alcancando seu limite operacional. Como a busca por maior sensibilidade requeria

que maiores campos magnéticos fossem alcancados, foram desenvolvidos no final da década
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de 60 e inicio da década de 70 os equipamentos baseados em materiais supercondutores,
capazes de alcangar campos magnéticos superiores, representando uma nova era para a RMN
€ que viria a tornar os espectrometros baseados em eletroimas nao-supercondutores obsoletos,
praticamente desaparecendo do mercado nos anos que se seguiram.?

A segunda revolugdo se deu com o inicio da utilizacdo da Transformada de Fourier
(FT), substituindo os sistemas que utilizavam onda continua. Tal alteracdo permitiu um
aumento na sensibilidade, diminuicdo do tempo de analise, e abriu portas para o surgimento
de grande parte dos experimentos conhecidos atualmente. 2%

O primeiro estudo sobre a aplicagdo da F7 na RMN se deu em 1956.2° J4 em 1969, a
Bruker Instruments lancou o WH-90, primeiro espectrometro comercial desenvolvido
inteiramente para tal método de analise, baseado em um eletroima capaz de observar o nticleo
de 'H a 90 MHz. No ano seguinte, foi langado pela mesma empresa 0 WH-270, o primeiro
espectrometro utilizando um magneto supercondutor e baseado na Transformada de Fourier,??
sendo esta combinagdo o que se tem de mais poderoso para a RMN até os dias de hoje.

Atualmente, ainda se procura aumentar a sensibilidade da RMN, o que se traduz
diretamente no desenvolvimento de espectrometros com campos magnéticos cada vez
maiores. Campos magnéticos acima de 20 T foram reportados, apresentando frequéncia de
ressonancia acima de 1 GHz para o nticleo de 'H.?’

Porém, este constante avango tem também suas desvantagens. Cada vez mais, os
espectrometros de RMN voltaram a ser equipamentos volumosos, necessitando de
infraestrutura adequada para instalacdo. Nao obstante, devido ao alto nivel tecnologico
aplicado, sdo mais custosos para adquirir e manter, necessitando de grande volume de liquidos
criogénicos para funcionamento, além de operadores especializados. Deste modo, embora seja
inegavel o avanco da técnica, seu uso se tornou pouco conveniente, ficando limitado a
laboratorios especializados, principalmente voltados a area de pesquisa, ¢ sendo at€¢ mesmo
preterido por outras técnicas analiticas menos poderosas no cenario industrial.!>%2

Neste sentido, uma nova categoria de espectrometros foi desenvolvida e rapidamente
difundida nos ultimos anos. Na segunda metade da década de 2000, comegaram a ser
produzidos equipamentos que vdo em sentido oposto a tendéncia de busca por maiores
campos magnéticos, visando simplificar e baratear os espectrometros, facilitando a aplicagdo
da técnica e permitindo a difusdo da RMN a novos contextos, mas ao custo de certas
limitagdes analiticas, principalmente em relacdo a sensibilidade e resolugdo. Estes

equipamentos s30 baseados em magnetos permanentes de campo magnético entre 1,0 T e 3,0

T, aproximadamente, e chegam a custar 20 vezes menos que um espectrometro de alta
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resolucdo, além de serem compactos, de facil operacdo, e requererem minima
manutencio.'>?-3!

Embora operem em campos magnéticos similares aos primeiros espectrometros
desenvolvidos, realizar tal comparagdo ¢ equivocada. Além de serem muito menores € mais
faceis de operar, os grandes avancos tecnoldgicos, principalmente na area eletronica, fazem
com que os equipamentos modernos apresentem maior homogeneidade do campo magnético,
garantindo maior sensibilidade e qualidade espectral, sendo estes capazes de observar um
niimero muito maior de niicleos, como 'H, ?H, 13C, ®N, “F, ?°Si e 3!P, por exemplo, bem
como realizar experimentos bidimensionais, de acordo com o modelo do espectrometro.'>>%-3

Nao obstante, ¢ comum que estes equipamentos apresentem sistema de /ock externo,
ndo havendo, portanto, a necessidade de utilizagdo de solventes deuterados, e com a
possibilidade de ajuste do campo magnético (shimming) completamente automatica,
diminuindo tanto o custo financeiro quanto o operacional da RMN. E, por serem
equipamentos modernos, s3o em sua maioria compativeis com sistemas de automagdo, como
autosamplers.'32°32

Atualmente, diversos modelos destes espectrometros estdo  disponiveis
comercialmente.

Os modelos PicoSpin 45 e PicoSpin 80 da empresa ThermoScientific, que operam a
45 MHz e 80 MHz ('H) e pesam 4,8 kg e 19kg respectivamente, sdo os mais compactos da
categoria. Em ambos, que observam apenas o nucleo de 'H, a amostra é injetada diretamente
no espectrometro com o uso de uma seringa, ¢ a analise ¢ feita em fluxo. O OM-125 da
empresa QMagnetics ¢ o de maior campo magnético da categoria, operando a 125 MHz para
o nicleo de 'H, tinico nicleo que observa. Este modelo também opera com a injegdo da
amostra diretamente em seu interior.>>3

A empresa Nanalysis apresenta diferentes modelos de espectrometros de RMN de
bancada, sendo estes os 60e, 60PRO, 100e e 100PRO, sendo que os dois primeiros observam
o niicleo de 'H a 60 MHz e pesam menos de 25 kg, e os dois ultimos observam o ntcleo de 'H
a 100 MHz e pesam cerca de 110 kg. Os modelos e observam apenas os nucleos de 'H e '°F,
além de serem capazes de realizar experimentos de relaxacdo (T1 e T2) e de correlagdo
homonuclear 'H-'H (COSY). Os modelos PRO podem observar os nucleos de 'H, '°F, 1*C,
31p, B, entre outros, além de serem capazes de realizar uma grande gama de experimentos
bidimensionais homo e heteronucleares.>3

Um modelo mais robusto de espectrometro ¢ o SpinSolve, da Magritek,

comercializado nos modelos 60, 80, e 90, correspondendo a frequéncia de Lamor do nucleo
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de 'H em cada modelo. Estes variam entre 70 kg e 130 kg, apresentam canais multinucleares
com capacidade de observar uma grande gama de nucleos, e podem realizar experimentos
bidimensionais. Possuem controle de temperatura, sistema de /ock externo, e apresentam
software de processamento proprio e a possibilidade de integracdo com um sistema
autosampler.’’>

A Oxford Instruments possui dois modelos distintos de espectrometros, o X-Pulse € o
Pulsar, ambos observando o nucleo de 'H a 60 MHz. O primeiro, mais robusto, atinge 150
kg, enquanto o segundo possui menos de 50 kg. Ambos apresentam caracteristicas
semelhantes aos modelos da Magritek.***!

A Bruker possui um unico modelo na categoria, o Fourier 80, que observa o nucleo
de '"H a 80 MHz. Este apresenta grande niimero de aplica¢des, sendo capaz de observar
diferentes nucleos, realizar experimentos de correlacdo, e possui sistema de controle de
temperatura, assim como a possibilidade de integragdo com autosamplers. Além disso, conta
com todo o robusto sistema de software da Bruker utilizado em todos os espectrometros da
empresa.*?

Como ¢ possivel notar, apesar das diferengas entre modelos, todos apresentam
proposito semelhante na criagdo de ferramentas de qualidade, mas com menor custo atrelado e
de facil operacdo, possibilitando a difusdo da RMN a cenarios industriais, laboratérios ndo
especializados na técnica, laboratorios de ensino, entre outros.

De maneira geral, resultados obtidos nestes espectrometros sdo equivalentes aos de
espectrometros de alta resolugdo. A primeira diferencga significativa ¢ a perda de resolugao
espectral. Os sinais observados sdo mais alargados, e os picos individuais de um multipleto
encontram-se mais separados na escala de ppm, de modo que a sobreposi¢do de sinais ¢ mais
evidente. Isto ocorre pois, por exemplo, ao considerar-se um espectro de 'H obtido em 400
MHz, a distancia de 1 ppm corresponde a 400 Hz. J4 em um espectro obtido em 80 MHz, esta

mesma distancia corresponde a 80 Hz.'3?%32 [sto pode ser observado na FIGURA 3, na qual o

alargamento de dois sinais resulta em sua sobreposicao.
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FIGURA 3 - PERDA DE RESOLUCAO ORIUNDA DA MUDANCA DO CAMPO MAGNETICO.
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FONTE: O autor (2023).

A segunda diferenga significativa ¢ a perda de sensibilidade, devido ao menor campo
magnético, que faz com que, para alguns experimentos, seja necessario um maior tempo de
analise para obter resultados satisfatorios. A FIGURA 4 exemplifica esta situacdo na obtencao
de espectros de RMN de *C{!'H} da piridoxina. Enquanto uma analise em 100 MHz (!*C)
necessitou de aproximadamente 40 minutos para se obter um resultado satisfatorio, um
resultado equivalente & 20 MHz ('*C) necessitou mais de 5 horas, ainda o espectro obtido

apresentou-se mais ruidoso.

FIGURA 4 - PERDA DE SENSIBILIDADE ORIUNDA DA MUDANCA DO CAMPO MAGNETICO.

20 MHz

| L L A

\ T T \ T T T \ T T T \ T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

FONTE: O autor (2023).
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Apesar de suas limitagdes, as vantagens dos espectrometros de bancada sao tamanhas
que sua aplicagdo tem se difundido cada vez mais, e seu uso vem crescendo
significativamente nos ultimos anos. Ademais, a combinag¢do destes com outras técnicas
espectroscopicas como a no infravermelho (IV) e de massas (EM), aliada a métodos
quimiométricos, amplificou seu poderio e diminuiu o impacto de suas limitagdes.*>

Linck e colaborados (2013) utilizaram um espectrometro de RMN operando a 42
MHz para o niicleo de 'H no controle de qualidade de amostras de biodiesel obtidas a partir de
diferentes 6leos, demonstrando a possibilidade de identificar todos os componentes das
reacoes de transesterificacdo e de estimar o grau de saturagdo do produto. As andlises, que
foram realizadas sem a utilizacdo de qualquer solvente, apresentou resultados equivalentes
aos obtidos por RMN de alta resolugdo, mas com um custo minimo. De acordo com os
autores, o uso de equipamentos de alta resolucdo dificilmente seria voltado para este fim,
devido ao seu alto custo, de modo que outros métodos analiticos mais trabalhosos precisariam
ser utilizados.*?

Percival e colaboradores (2019) demonstraram a aplicagdo destes equipamentos na
analise de biofluidos humanos, utilizando um espectrometro de 60 MHz para o nucleo de 'H
para detectar e quantificar compostos marcadores no controle de diabetes. As analises levaram
menos de 15 minutos cada, e poderiam ser realizadas diretamente em laboratoérios de hospitais
e clinicas médicas, o que seria menos viavel de ser feito através de espectrometros de alta

resolugdo.’!

1.2.1 Terminologia

Diferentes nomenclaturas tém sido utilizadas para designar esta nova categoria de
equipamentos, tais quais ‘“‘espectrometros de RMN de bancada” (benchtop NMR
spectrometers), “espectrometros de RMN de baixa resolugdo” (low-resolution NMR
spectrometers) e “espectrometros de RMN de baixo campo” (low-field NMR spectrometers).

No presente trabalho, optou-se por utilizar os dois primeiros citados: “de bancada”,
como uma terminologia geral, oriunda da caracteristica fisica do equipamento, ¢ “de baixa
resolucao”, visto a menor resolugdo obtida nos espectros adquiridos. Considerou-se que o
termo “baixo campo” ¢ melhor aplicavel a outros modelos de espectrometros, tais quais 0s no
dominio do tempo (relaxometria), que operam em campos magnéticos menores, de até 0,5 T.

Embora possa ser levantado questionamentos sobre a resolugdo espectral obtida

através destes espectrometros ser suficiente para nao ser classificada como baixa, considerou-
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se que, no contexto do trabalho, o termo ¢ utilizado adequadamente, fazendo contraponto aos

espectrometros convencionais de alta resolugao.

1.3 RMN QUANTITATIVA

A espectroscopia de RMN apresenta grande importancia como ferramenta
quantitativa. Apesar de possuir menor sensibilidade frente a outros métodos analiticos, a
RMN quantitativa (RMNq) tem inGimeras vantagens, podendo se mencionar a existéncia de
um grande leque de metodologias capazes de se adequar a matrizes distintas, permitindo seu
uso nas mais variadas 4reas.'>4>0

Por se tratar de uma técnica ndo-especifica, através da RMN ¢ possivel se obter
informagdes de matrizes complexas sem necessidade de etapas prévias a analise, referentes a
preparo amostral e separagdo de compostos, por exemplo, diminuindo assim o manuseio e
exposicao de amostras, bem como a variabilidade analitica atrelada, visto que estas etapas
representam significativas fontes de erros em analises quantitativas. Além disso, permite que
varios analitos sejam quantificados simultaneamente em uma tUnica analise e, como técnica
ndo-destrutiva, permite a recuperagdo da amostra ao final do experimento,+-46:48:51.52

Deste modo, a RMN(q ¢ uma ferramenta extremamente atrativa. Resultados precisos
podem ser obtidos em curto tempo de analise, de modo reprodutivel e com pouco custo no
preparo de amostras.**

A quantificacdo pode ser realizada sobre todos os nucleos ativos em RMN, porém
diferentes fatores fazem com que apenas alguns sejam utilizados para tal finalidade. A analise
de 'H ¢, sem duvidas, o método mais difundido, visto que resultados satisfatorios sio obtidos
de maneira rdpida, e trata-se de um nucleo presente em praticamente todas as moléculas
organicas.?’

O principio fundamental da RMN(q esta baseado no fato de que as areas dos sinais de
ressonancia sdo diretamente proporcionais a concentracdo das espécies que o geram. Quanto
maior a concentragdo de uma substdncia, maior o numero de nucleos presentes e,
consequentemente, maior a area do sinal.>**>** E possivel se obter resultados quantitativos
relativos, ou seja, a concentracdo de uma espécie pode ser definida proporcionalmente a
concentragdo de outra, e resultados absolutos, nos quais a quantidade real de uma substancia
de interesse ¢ descoberta. !>

Duas metodologias se destacam na realizagdo de medidas absolutas. Em ambas,

utiliza-se de uma substancia de referéncia padrdo, e a area de seus sinais ¢ usada para o
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calculo da concentracao dos analitos de interesse. A diferenca entre elas se da na forma que a
substancia de referéncia é empregada.’!*®

No método do padrdo interno (MPI), tal substancia ¢ adicionada diretamente a
amostra. Tal metodologia apresenta sua principal desvantagem no fato de ocorrer uma
perturbacdo da matriz pela adicdo de um componente estranho. No método do padrdo externo
(MPE), a substancia de referéncia ¢ adicionada a um tubo coaxial ou capilar, o qual entdo ¢
adicionado a amostra, de modo que os sistemas sdo mantidos isolados, e a perturbagdo da
matriz é contornada.!?>!5

A escolha adequada da substancia de referéncia ¢ um fator fundamental,
principalmente no MPI. E necessario que esta apresente alto grau de pureza, seja solavel no
meio, inerte frente ao solvente e analito, e que seus sinais de ressonincia ndo apresentem
sobreposicdo com os sinais da amostra. Além disso, fatores estruturais também precisam ser
levados em consideragdo. Como sdo poucas substincias que se adequam a estes critérios,
estas apresentam alto valor comercial, encarecendo significativamente a analise. Por estes
motivos, metodologias alternativas foram desenvolvidas.!>%

No final dos anos 90, desenvolveu-se o método ERETIC (Eletronic REference To
acess In vivo Concentrations), o qual ndo necessita de substancias de referéncia no momento
da andlise. Para a quantificagdo, realiza-se uma etapa prévia de calibragdo, onde ¢ obtido o
espectro de uma amostra de concentragdo conhecida. Um sinal deste espectro € entdo inserido
eletronicamente no espectro da amostra a ser quantificada durante o processo de aquisi¢ao.
Deste modo, o operador tem total controle sobre a amplitude, fase e frequéncia do sinal, que
pode ser adicionado em qualquer regidio do espectro, evitando assim a sobreposi¢des. 243315

Todavia, este método apresenta significativas limita¢des, principalmente devido a
necessidade de se obter componentes extras de hardware e de adequar os espectrometros para
sua aplicagdo. Ainda, o sinal eletronico necessita ser estabilizado constantemente, %1535

O método PULCON (PUlse Lenght based CONcentration determination) surgiu
como alternativa dentro da RMNgq, sendo sua aplicagdo original voltada para a quantificacdo
de proteinas. Este método baseia-se no principio da reciprocidade, em que a intensidade de
um sinal de RMN ¢ inversamente proporcional a for¢a do pulso de excitagao de 90° ou 360°
aplicado. Similar ao ERETIC, este necessita de uma etapa de calibragdo, onde uma amostra de
concentracdo conhecida ¢ analisada, e seus sinais de ressonancia servem de referéncia para a

quantificagdo. A principal diferenca ¢ que ndo ha a insercdo deste sinal nos espectros, nao

sendo necessario componentes de hardware especificos. A aplicagdo do método PULCON ¢
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comercializado sob o nome ERETIC2 em espectrometros Bruker, e sera assim referenciado
no decorrer deste trabalho.'?!->3

O calculo de concentracdo realizado no ERETIC2 segue a equacio (2), na qual S ¢ a
area do sinal, C ¢ a concentragdo, 7 ¢ a temperatura (em K), # ¢ a duragdo do pulso de
excitacdo de 90°, ns ¢ o nimero de transientes, ¢ £ ¢ um fator de correcdo para possiveis
variacdes nos parametros de aquisi¢do entre amostras. 4 € R indicam se a variavel diz respeito
ao analito ou a referéncia, respectivamente. Essa equagdo ¢ valida desde que as amostras

48,51,53

sejam analisadas no mesmo modelo de sonda. O célculo pode ser realizado

automaticamente em menu proprio no software TopSpin.*®
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Considera-se 0 ERETIC2 como uma das metodologias mais otimizadas dentro da
RMNgq, visto que ndo existe a necessidade de etapas extras de preparo de amostra nem
adaptacdes nos espectrometros, e a partir de uma uUnica etapa de calibracdo pode-se
quantificar infinitas amostras. A aplicagao deste método ja foi analisada em diferentes
matrizes, ¢ os resultados obtidos se mostraram equivalente ou at¢ mesmo melhores que os
obtidos por outras metodologias da RMN(q e outros métodos de quantificagio, 043315257

Para que os resultados de uma analise de RMN sejam efetivamente utilizados para
quantificagdes absolutas, ¢ necessario ter cuidado com alguns parametros de aquisi¢do, os
quais diferem dos utilizados comumente em analises quantitativas. Ou seja, sd0 necessarios
pardmetros quantitativos de analise.’**°

O tempo de relaxagdo (D7) ¢ um dos fatores mais relevantes. Para que um sinal
observado no espectro corresponda a sua concentragdo real, € necessario que o intervalo entre
os pulsos de excitacdo seja suficiente para que ocorra a total relaxacdo de spins, retornando ao
seu estado original de alinhamento com o campo magnético.?>>**° O tempo de relaxacio
depende do nucleo analisado, da estrutura molecular, e do ambiente da amostra (temperatura,
concentracio, entre outros fatores). E possivel até mesmo que diferentes dtomos de uma
mesma molécula apresentem valores de D/ distintos.”” Em analises qualitativas, valores
pequenos de DI sio utilizados para que se tenha um reduzido tempo de analise.?’

O valor de DI ¢ calculado a partir do tempo de relaxacdo longitudinal (77),

considerando-se de 5-7; o valor minimo aceitavel, com alguns autores sugerindo o valor de

7-T1.5* Qualquer valor acima deste ndo interfere na qualidade do resultado, porém influencia
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no tempo de andlise. Contudo, o uso de valores menores gera resultados inadequados. Isto
pois, ao aplicar um novo pulso de excitagao antes da total relaxacdo de spin, o angulo da
excitacdo ndo sera o esperado, impactando negativamente na anélise.>

Tal fato estd esquematizado na FIGURA 5. Em azul, estd representado um sistema
adequado. O tempo d/ entre os pulsos de excitacdo (RF) ¢ suficiente para a completa
relaxacao do spin. Em vermelho, estd representada uma situacdo inadequada. Utilizando um
tempo T menor que d/, a relaxa¢do ndo ¢ completa, e o dngulo da excitacdo oriundo da nova

aplicacdo de um pulso ndo ¢ adequado.

FIGURA 5 - IMPACTO DO TEMPO DE RELAXACAO EM UM EXPERIMENTO DE RMN DE 'H.

A

A I A
RF! d, RF?
— —_— —l
e — — L —
A A A
T<d
RF! 4 RF?

B, :
FONTE: O autor (2024).

A calibra¢do do pulso de excitacdo também ¢ determinante, sendo feita através da
otimizacao de sua duragdo. Por exemplo, ao se aplicar um pulso de 90°, se deseja que todos os
spins sejam excitados exatamente nesta angulagdo. Apenas assim garante-se que houve a
completa magnetizacdo da amostra, e a 4rea dos sinais observados no espectro corresponde a
concentragdo dos nucleos que o geram, como mostrado na FIGURA 6. Em azul, esta
representado o cenario ideal, com um valor calibrado de pl. Dois possiveis cenarios
inadequados estdo representados em vermelho, correspondendo a valores de duragdo de pulso
maior e menor que o valor de p/ correto, fazendo com que a excitacdo do spin ndo possua
angulo adequado, impactando na quantificacio.*!62

Outro fator de suma importancia para a correta quantificacdo esta relacionada com a
razdo Sinal/Ruido (S/R) do espectro. Se faz necessario que o sinal a ser integrado esteja

suficientemente destacado da linha de base espectral, de modo a evitar erros de integragao. A

melhora na S/R pode ser obtida de diferentes maneiras, sendo mais usual o aumento do
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numero de transientes (scans, ns) adquiridos, ou a otimizagao do ganho do receptor (receiver
gain, RG), ambos visando aumentar a intensidade do sinal frente a linha de base. A relacao da
S/R ¢ linear com a raiz quadrada de ns, de modo que aumentando o valor de ns acarreta no
aumento da S/R, enquanto que a reacdo desta com o RG ndo € constante, podendo aumentar
ou diminuir de acordo com o valor de RG. **%° O shimming adequado também interfere no

valor da S/R.

FIGURA 6 - IMPACTO DA CALIBRACAO DA SEQUENCIA DE PULSOS EM UM EXPERIMENTO DE
RMN DE 'H.

FONTE: O autor (2024).

De mesmo modo, o tempo de aquisicao (acquisition time, aq) necessita ser superior
ao tempo de relaxagdo transversal (72), para que ndo ocorra uma ‘“quebra” do FID de
aquisicao, que pode causar oscilagdes na linha de base espectral. Ainda, o preparo de amostra
deve ser feito com cuidado, com a amostra estando solubilizada e homogeneizada
completamente. Até mesmo variagdes no tubo de RMN utilizado podem influenciar a
quantificagio.>°

Além da aquisi¢do, o correto processamento espectral € importante. A linha de base e
a fase do espectro devem ser corrigidas. A area selecionada para integracao deve representar o

todo do sinal de ressonancia, e ndo deve ser estendida além deste.?%>
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1.4 CONTROLE DE QUALIDADE DE MEDICAMENTOS

O controle de qualidade de medicamentos € um conjunto de inimeras etapas isoladas
que se somam para que se possa obter o maior nimero de informagdes, permitindo se ter
controle e seguranca sobre o todo do processo.!

A primeira etapa dentro deste processo ¢ a identificacdo dos principios ativos, que
permite ter certeza da identidade do insumo utilizado na fabricagdo, sendo também
fundamental no combate a produtos falsificados.*>"!? A identificagdo dos excipientes também
¢ de suma importancia. Diversas metodologias sdao utilizadas para isto, de acordo com
caracteristicas da amostra, desde métodos classicos como testes colorimétricos e de
precipitagio, até metodologias modernas como espectroscopia e cromatografia.?>’

As metodologias mais utilizadas sdo as espectroscopias de infravermelho (IV) e no
ultravioleta (UV). Em ambas, a identificagdo ¢ realizada pela comparagdo com padroes de
referéncia. Apesar de prover informagdes capazes de realizar a identificagdo ndo comparativa,
a RMN ¢ pouco utilizada para esta finalidade em farmacopeias mundiais.*’

A analise da estabilidade dos insumos isolados e das formulagdes prontas também ¢
uma etapa primordial, garantindo maior seguranca aos consumidores pela possibilidade de se
predizer a existéncia ou ndo de produtos de degradacdo, bem como sua identidade, além de
possibilitar estudar quais motivos que levaram a degradacdo, podendo assim otimizar
processos de manufatura, armazenamento e transporte.®®

Os estudos de degradagao forcada sao aqueles nos quais insumos e formulagdes sao
submetidos a situacdes extremas de estresse, para que se tenha a completa degradacdo da
amostra, e os produtos dessa possam ser identificados. As condicdes destes estudos sdo tdo
extremas que se considera que muitos dos produtos aqui formados jamais seriam observados
em condi¢des naturais. Trata-se, portanto, de uma situagio limite.%*

Em diversas etapas dentro do controle de qualidade pode-se ser necessario o uso de
ferramentas quantitativas, desde a determinacdo da pureza de insumos, acompanhamento de
processos de producao, até calculos de teor de formulacdes prontas. Deste modo, ferramentas
capazes de realizar analises qualitativas e quantitativas de maneira rapida e pouco invasiva

sdo essenciais.'?
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a aplicabilidade de espectrometros de Ressonancia Magnética Nuclear de
bancada em diferentes etapas do controle de qualidade de insumos utilizados na fabricagao de
medicamentos visando comprovar a possibilidade de utilizacdo de tais equipamentos em
cenarios de produgdo, bem como comparar os resultados obtidos com os adquiridos em

espectrometros de alta resolucao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar e adequar parametros de experimentos usuais de RMN a um espectrometro
de bancada;

e Identificar insumos (principios ativos e excipientes) utilizados na fabricagcdo de
medicamentos através de espectros de RMN de 'H e 1°C;

e Realizar estudos de degradacao forcada sobre principios ativos isolados;

o Identificar e caracterizar os produtos de degradagao observados;

e Propor as rotas de que levam a formacgao de produtos de degradagao;

e Avaliar a aplicacao da metodologia ERETIC2 em espectrometros de bancada;

e Analisar a robustez e limites da técnica quantitativa pela variagdo de parametros de
aquisicao.

e Comparar os resultados obtidos no espectrometro de bancada com os oriundos de

analises realizadas em espectrometros de RMN de alta resolugdo;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANALISES DE RMN

As analises de RMN foram desenvolvidas empregando um espectrometro Bruker
Fourier 80 (F80) operando a 1,9 T, observando o niicleo de 'H a 80 MHz, em temperatura fixa
de 25 °C. Este equipamento apresenta sistema de lock externo sobre o niicleo de '°F. O ajuste
do campo magnético foi realizado de maneira automatica por ao menos 15 minutos até¢ 24
horas antes das analises, utilizando uma solugdo padrao de 0,5 mL de D>O:H>O (95:5) dopada
com 0,6 mmol-L"' de CuSOs.

Também se fez uso de um espectrometro Bruker Avance 400, operando a 9,4 T, com
frequéncia de Lamor de 400 MHz para o nucleo de 'H, utilizando uma sonda de solucio
multinuclear (X-nticleo e 'H) de observagio direta de 5 mm com gradiente de campo no eixo
z, € de um espectrometro Bruker DPX 200 com campo magnético de 4,7 T, observando o
ntcleo de 'H a 200 MHz, utilizando uma sonda QNP multinuclear ('H/'°F/'*C/2'P). Ambos
apresentam sistema de Jock em funcdo de ntcleo de *H, o campo magnético foi otimizado
manualmente para cada amostra, e as analises foram realizadas a 25 °C.

Os parametros de aquisicao e processamento das analises variaram de acordo com a
aplicagdo desejada. Quando nao especificado o contrario, os experimentos foram realizados
conforme citado abaixo.

Os espectros de RMN de 'H foram adquiridos pela aplicacdo de pulsos de excitacio
de 90° através da sequéncia de pulsos Bruker zg, com janela espectral de ~ 20,0 ppm. Nesta,
foram distribuidos 16k (F80) ou 64k (A400, D200) pontos. A duragdo dos pulsos de excitagdo
foi de 12,0 us, e o intervalo entre repeti¢des de 1,0 s. Quando necessario, sinais de solvente
foram suprimidos através de irradiacao por radiofrequéncia com poténcia variada através da
sequéncia de pulso Bruker zgpr. Os espectros foram processados pela aplicagdo de uma
multiplicagdo exponencial Lorentziana por um fator de 0,3 Hz sobre os FIDs, seguido da
aplicacdo da transformada de Fourier, com preenchimento com zeros por um fator de 2.

Os espectros de RMN de '*C{'H} foram adquiridos pela aplicagdo de pulsos de
excitagdo de 30° com desacoplamento do niicleo de 'H através da sequéncia de pulsos Bruker
zgpg30, utilizando janela espectral de ~254,0 ppm, com 8k (F80) ou 32k pontos distribuidos,
com um intervalo entre scans de 0,2 s. Os espectros foram processados pela aplicagdo de uma
multiplicagdo exponencial Lorentziana por um fator de 1,0 Hz sobre os FIDs, seguido da

aplicacdo da Transformada de Fourier, com preenchimento com zeros para 64k pontos.
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Espectros de DEPT135 foram adquiridos através da sequéncia de pulsos Bruker deptspi35,
com mesmo processamento que os experimentos de RMN de *C {!H}.

Experimentos de RMN bidimensionais foram realizados no espectrometro F80.
Anélises de RMN de HSQC ('H-'3C) foram realizadas com a sequéncia de pulsos
hsqctgpsisp2.2, com 32 transientes com tamanhos de FID de 2048/256 pontos em F2 e FI,
respectivamente. Analises de RMN de HMBC ('H-'3C) foram realizadas com a sequéncia de
pulsos hmbcetglp3nd, com 48 repeticdes com tamanhos de FID de 2048/256 pontos em F2 e

F1, respectivamente.
3.2 ANALISES QUANTITATIVAS

O preparo de amostra foi feito utilizando balanca analitica Mettler Toledo modelo
XS205DU e micropipetas Eppendorf Reasearch plus, em modelos monocanal com ajuste de
volume variavel entre 10 — 100 uLL e 100 — 1000 pL. A quantificacdo se deu pela aplicagdo do
método ERETIC2 em menu proprio dentro do software TopSpin 4.1.4.%8

Na etapa de calibragiio, obteve-se um espectro de RMN de 'H de uma amostra de
etanol 1,5 mol-L! em D,O/TMSP (0,3%), preparada a partir de solugio de etanol absoluto
99,9%. Integrou-se como sinais de referéncia tanto o tripleto em 1,18 ppm quanto o quarteto
em 3,65 ppm. A integracdo se deu em um intervalo de 0,8 ppm centralizada nos respectivos
sinais de interesse. Na FIGURA 7 estd exposto o espectro de calibragdo, destacando-se as

areas dos sinais integrados.

FIGURA 7 - ESPECTRO DE RMN DE 'H DO ETANOL UTILIZADO COMO ESPECTRO DE
REFERENCIA PARA AS ANALISES QUANTITATIVAS. EM DESTAQUE, AS REGIOES INTEGRADAS
(D,0, 80 MHZ).

T T T T T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 30 2.

FONTE: O autor (2024).

5 20 1.5 1.0 0.5 ppm
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Na etapa de quantificacdo, espectros de RMN de 'H foram obtidos para amostras de
piridoxina em D>O/TMSP (0,3%) nas concentra¢des de 25 mmol-L! (amostras A, B e C), 5
mmol-L! (amostras D e E) e 2,5 mmol-L"! (amostra F). Foram integrados e considerados para
a quantificacdo os simpletos em ou 2,63 e 8,14. Todas as amostras foram preparadas a partir
de uma mesma solugfio estoque de 100 mmol-L!. A integracdo se deu em um intervalo de 0,3
ppm centralizada nos sinais de interesse. Um espectro (amostra A) utilizado para a

quantificagdo esta exposto na Figura 8.

FIGURA 8 - EXEMPLO DE ESPECTRO DE RMN DE 'H DA PIRIDOXINA UTILIZADO PARA
QUANTIFICACAO. EM DESTAQUE, AS REGIOES INTEGRADAS (D0, 80 MHZ).

~
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FONTE: O autor (2024).

A razdo Sinal/Ruido foi calculada automaticamente no sofiware TopSpin. Para tal,
considerou-se como “sinal” a regido do sinal de menor intensidade utilizada na integracdo
(quarteto em on 3,65 para o etanol, simpleto em don 8,14 para as amostras A-F), e como
“ruido” foi selecionada uma regido espectral de 1,0 ppm na qual ndo era observado sinal de
ressonancia.

Utilizou-se uma janela espectral de 13,00 ppm. Os parametros de aquisi¢do foram
variados durante as analises para permitir avaliar a robustez do método e como cada fator
pode impactar os resultados da quantificagdo, estando devidamente explicitos quando

apresentados seus resultados.

3.3 DEGRADACAO FORCADA

Os estudos de degradagdo foram realizados em amostras de dois principios ativos

utilizados como insumos na fabricagdo de capsulas vitaminicas: a piridoxina (vitamina Be) € a
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tiamina (vitamina B1), seguindo protocolos da ANVISA pertinentes, mais especificamente a
RDC n° 53 de 4 de novembro de 2015, o Guia Associado n° 04/2015, e a RDC n° 318 de 6 de
novembro de 2019.60-62

Para as hidrolises acidas, neutras e basicas, aproximadamente 50 mg de amostra foi
submetida a situacdo de estresse frente a 600 pL de solugdes de HCI 1,0 mol-L™!, tampdo
H>PO4/HPO4* 1,0 mol-L! (pH ~7,0), e KOH 1,0 mol-L"!, respectivamente. A oxidacio foi
realizada com solugdo alcéolica de H2O2 3%. Foram transferidos 550 pL de cada solugdo para
tubos de RMN juntamente com 50 puL de D,O contendo 10 mgmL'! de TMSP. Foram
realizadas andlises nos tempos 1, 3, 7 e 17 horas.

A degradacdo térmica foi realizada mantendo as amostras em estufa a 40 °C por 7

dias, seguido de mais 7 dias a 60 °C. Estas foram analisadas nos tempos 1, 3, 7 e 14 dias,

utilizando D>O contendo 0,3 % TMSP.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 IDENTIFICACAO DE INSUMOS

A RMN ¢ uma ferramenta poderosa de identificagdo estrutural. Espectros de RMN de
'H sdo obtidos de forma rapida, sendo suficientes para gerar informagdes necessarias para a
elucidacdo de grande nimero de moléculas. Ainda, as analises de outros niicleos, como *C,
F ¢ 3!P podem ser utilizadas caso maiores dados sejam necessérios. Contudo, as limitagdes
intrinsecas dos espectrometros de RMN podem causar perda de informacgdes que
impossibilitem a aplicacdo da técnica na identificagdo de compostos, principalmente em
relacdo a menor dispersdo dos sinais de ressonancia (na escala de ppm), resultando em maior
sobreposi¢do, e menor sensibilidade, requerendo assim maior tempo de anélise.'>>*-30-32

Para compostos de estruturas simples, espectros de RMN de 'H obtidos em
espectrometros de bancada s3o capazes de fornecer resultados equivalentes aos de
espectrometros de alta resolugdo. Isto pode ser visto ao se comparar os espectros de RMN de
'H obtidos em 80 MHz com os obtidos em 400 MHz, conforme exposto para o hidroxitolueno
butilado (BHT) (FIGURA 9), a piridoxina (FIGURA 10), propilparabeno (FIGURA 11) e
tiamina (FIGURA 12).

Observando os espectros (FIGURAS 9-12), nota-se que ndo hé diferenca nas
informagdes que podem ser obtidas a partir da andlise dos espectros de RMN de 'H obtidos
em 80 MHz e 400 MHz. Destaca-se o maior alargamento de sinais no espectro obtido em 80
MHz, mas ¢ evidente que a multiplicidade dos sinais pode ser bem observada, quando
presente, € ndo ha sobreposicdo de sinais, de modo que o perfil espectral ¢ o mesmo,
independente do campo magnético operante do equipamento.

A completa atribuicdo dos sinais destes espectros, bem como de todos os demais

citados no decorrer do trabalho, esta descrita na TABELA 1.
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FIGURA 9 - ESTRUTURA E ESPECTRO DE RMN DE 'H DO BHT (DMSO-ds/TMS).

\ | 80 MHz )\ J L L

. 400 MHz L JL J
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7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 s 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 ppm

FONTE: O autor (2023).

FIGURA 10 - ESTRUTURA E ESPECTRO DE RMN DE 'H DA PIRIDOXINA (DMSO-d¢/TMS).
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FONTE: O autor (2023).
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FIGURA 11 - ESTRUTURA E ESPECTRO DE RMN DE 'H DO PROPILPARABENO (CDCI3/TMS).
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FONTE: O autor (2023).

FIGURA 12 - ESTRUTURA E ESPECTRO DE RMN DE 'H DA TIAMINA (D2O/TMSP).
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FONTE: O autor (2023).
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TABELA 1 - DADOS DE DESLOCAMENTO QUIMICO E MULTIPLICIDADE DOS SINAIS

OBSERVADOS NOS ESPECTROS DE RMN DE 'H E BC{'H}. (continua)
Composto on (ppm) Atribuicao oc (ppm) Atribuicio
1,36 (s) Hs
BHT67 2, 18 (S) His
(DMSO-ds/TMS) 6,64 (s) OH
6,87 (s) Ha
2,60 (s) Hsg 17,4 Csg
4,71 (s) He 59,9 Cs
4,79 (s) H; 61,1 Cy
Piridoxina®-® 8,12 (s) Hs 132,7 Cs
(D20/TMSP) 139,7 G
143,5 Cq
145,7 C
155,7 C
1,02 (¢, J=7,2) Hio
1,79 (m) Ho
Propilparabeno 4,27 (t, J= 6,6) Hs
(CDCL:/TMS) 6,90 (d, J=8,8) H»
7,11 (s) OH
7,96 (d, J= 8,8) H;
2,50 (S) Hiz 13,9 Ci2
2,58 (s) He 26,9 Cs
3,20 (¢, J=5,8) Hio 32,0 Cio
3,90 (¢, J=5,8) Hp 53,9 Cs
Tiamina” 79 o 075 o
> S 3 5 2
(DMSO-d¢/TMS) 139.0 c,
145,7 Co
160,0 G
164,7 Ci
171,9 Cy
1,95 (s) Hs
Paracetamol”! 67’24:) ((C;’ :]]: 88’99)) ES
5 s J T Oy 2
(dmso-de/TMS) 9.18 (s) OH
9,64 (s) NH
Polidimetilsiloxano’ 0.14 (5) H,
(puro)
1,34 (m) H; 244 Cs
1,51 (m) Hg, He 27,9 Cy
1,61 (m) He 28,0 Cs
2,20 (t,J=17,4) Ho 33,4 Co
2,58 (d, J=12,4) Hs 39,8 Cs
Biotina” 2,82 (dd, J=12,4; 5,0) Hs 55,3 Cy
(D:0/TMSP) 3,10 (dt, J= 7,4, 5,6) H, 59,1 C
4,13 (m) H; 61,0 C;
4,30 (m) H, 162,6 C
6,36 (s) NHg 174,3 Cio
6,43 (s) NHa

12,06 (s) OH
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TABELA 1 - DADOS DE DESLOCAMENTO QUIMICO E MULTIPLICIDADE DOS SINAIS

OBSERVADOS NOS ESPECTROS DE RMN DE 'H E *C{'H}. (conclusio)
Composto 3 (‘"H) Atribui¢io o (BC{'H}) Atribui¢io

0,48 (S) Hio

0,83 (d, J=1,9) Hys

0,85 (d, J=1,9) Has

0,89 (d, J=6,2) Ha

0,94 - 2,15 *

2,32 (dt, J= 13,7; 4,9) Hs

Colecalciferol®"° 2,45 (dd, J=13,1; 3,3) H,

(DMSO-d/TMS) 2,80 (dd, J=12,3; 3,7) His

3,64 (m, J=4,2) H,

4,67 (d, J=2,2) H;

4,69 (d, J= 4,2) OH

5,02 (s) Hy

5,95 (d, J=11,1) Ho

6,17 (d, J=11,1) Hs

0,55 (1, J= 7.4) Hs

0,96 (sex, J=17,4) H;

1,26 (qui, J=7,4) He

2,27 (t,J=1,3) Hs

4,28 (s) H,

Losartana’® 4,97 (s) Ho

(D20/TMSP) 6,60 (d, J=8,1) H,

6,76 (d, J=8,1) Hi,

6,94 (d, J=1,5) Hay

7,14 (¢, J=17,4) Hio

7,28 (t, J=174) Hyo

7,58 (d, J="1,5) Hisg

FONTE: O autor (2024).

* sinais sobrepostos.

r

A mesma situacdo de equivaléncia dos espectros obtidos ¢ observada para o

paracetamol (FIGURA 13). A estrutura simples deste composto faz com que ndo exista

diferenca significante entre os espectros de RMN de 'H. Destaca-se aqui uma das vantagens

dos espectrometros de bancada modernos, ao realizar a andlise em 80 MHz ('H), utilizou-se

dimetilsulféxido ndao deuterado (DMSO) como solvente para o preparo da amostra, devido ao

mecanismo de /ock externo presente no equipamento, e a possibilidade de supressdo do sinal

de solvente, que faz com que informagdes ndo sejam perdidas. Entretanto, ao repetir a andlise

em 200 MHz ('H), se fez necessaria a adigdo de DMSO-ds (dimetilsulfoxido deuterado) a

solugdo, visto a necessidade do lock no sinal do deutério (*H), o que acarretou no

encarecimento significativo da analise.



FIGURA 13 - ESTRUTURA E ESPECTRO DE RMN DE 'H DO PARACETAMOL (EM DMSO E
DMSO/DMSO-de).
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* Sinais do solvente.
FONTE: O autor (2023).

Esse encarecimento pode ser avaliado quantitativamente por uma rapida analise de
precos. Em um mesmo fornecedor, encontra-se para venda 1000 mL de DMSO (anidro,
99,9%) por valores proximos a R$ 2.050,00, ¢ 100 g de DMSO-ds (99,9% de D) por
aproximadamente R$ 2.215,00. Em uma comparagdo direta, o prego do solvente nao
deuterado é de R$ 2,05 por mL, enquanto o solvente deuterado tem custo de R$ 26,40 pelo
mesmo volume, ou seja, mais de dez vezes maior.

Um caso semelhante e extremo dessa situagdo ¢ observado para o polidimetilsiloxano
(FIGURA 14). Por se tratar de um composto liquido a temperatura ambiente, ndo requer a
utilizacdo de nenhum solvente em seu preparo amostral, podendo ser transferido diretamente
para um tubo de RMN e analisado no espectrometro F80. Todavia, para a reprodu¢do da sua
analise frente a um espectrometro de maior campo magnético, ¢ necessario a adi¢do de

solvente deuterado, neste caso CDCls.
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FIGURA 14 - ESTRUTURA E ESPECTRO DE RMN DE 'H DO POLIDIMETILSILOXANO.

80 MHz

400 MHz

2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 0.5 ppm
FONTE: O autor (2023).

Ao considerar moléculas com estruturas de maior complexidade, diferengas
significativas sdo observadas ao comparar os espectros de RMN de 'H obtidos em
espectrometros baseados em supercondutores com os de bancada, ndo podendo estes serem
considerados equivalentes. Isto ¢ resultante da maior sobreposicao de sinais, que impossibilita
principalmente a visualizacdo inequivoca da multiplicidade dos sinais, como pode ser
observado para os espectros da biotina (FIGURA 15), do colecalciferol (FIGURA 16) e da
losartana (FIGURA 17).

Nos trés casos apresentados, fica evidente a perda de informacdes decorrente da
intensa sobreposi¢do de sinais nos espectros obtidos no F80, de modo que a interpretacao
espectral ndo pode ser realizada da maneira usual. Entretanto, este fato ndo significa que os
resultados obtidos ndo sdo suficientes ou que a ferramenta ndo ¢ 1util para tais cenarios. O
perfil espectral observado ¢ adequado, nos trés casos, para que seja possivel identificar a
substancia de interesse. Além disso, alguns sinais isolados em regides do espectro podem ser
distinguiveis e utilizados como marcadores para a identificagdo e até mesmo para
quantificacdo destas substancias. Nao obstante, a presenca de algum componente estranho ao
meio possivelmente seria identificavel pela mudanga neste perfil. Cabe mencionar a

existéncia da sobreposicdo de sinais até mesmo nos espectros obtidos em campos magnéticos

maiores.



40

FIGURA 15 - ESTRUTURA E ESPECTRO DE RMN DE 'H DA BIOTINA (DMSO-ds/TMS).
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FONTE: O autor (2023).

FIGURA 16 - ESTRUTURA E ESPECTRO DE RMN DE 'H DO COLECALCIFEROL (DMSO-d¢/TMS).
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FONTE: O autor (2023).
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FIGURA 17 - ESTRUTURA E ESPECTRO DE RMN DE 'H DA LOSARTANA (D,O/TMSP).
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FONTE: O autor (2023).

O contexto da andlise também ndo deve ser deixado de lado. Considerando o
controle de qualidade em um processo de produgdo, por exemplo, ndo ¢ necessario que se
tenha a total caracterizagdo da amostra, apenas que seja devidamente identificada.!® Tais
espectros que apresentam limitacdo nos dados obtidos podem ser utilizados comparativamente
com dados da literatura, com espectros com maior resolugdo obtidos em campos magnéticos
mais intensos, e até mesmo para desenvolvimento de bancos de dados proprios, metodologia
esta que tem sido introduzida recentemente para as analises de RMN, principalmente devido a
maior difusdo dos espectrometros de bancada.’

Entretanto, se o resultado ndo for satisfatorio, mais informacdes podem ser obtidas
através de analises de outros nucleos ativos em RMN. Conforme citado anteriormente,
embora alguns espectrometros de bancada mais simples operem apenas para o nicleo de 'H,
sdo diversos os modelos capazes de observar outros niicleos. Espectros de RMN de *C{'H}
sdo extremamente uteis para identificacdo e caracterizagdo de moléculas organicas. Nestes
casos, a sobreposi¢ao de sinais deixa de ser um fator relevante pois, mesmo frente a um
campo magnético menor, a dispersdo dos sinais de ressonancia do nucleo de '*C é maior, e é

mais raro que se observe a sobreposicao de sinais. Porém, dada a baixa populagdo natural
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deste isotopo e sua menor constante giromagnética (em comparacdo com o 'H), o tempo de
analise para o '’C ¢ significativamente maior. Reduzindo o campo magnético, o tempo
necessario para se obter resultados aceitaveis é ainda mais elevado.*

Estio expostos abaixo os espectros de RMN de '*C{'H} e DEPT135 da biotina
(FIGURA 18), da piridoxina (FIGURA 19) e¢ da tiamina (FIGURA 20), obtidos a
frequéncias de 20 MHz e 100 MHz. E evidente a pior razdo Sinal/Ruido na menor frequéncia
de ressonancia, resultante da menor sensibilidade. Todavia, destaca-se a equivaléncia das

informagdes contidas nos espectros.

FIGURA 18 - ESPECTROS DE RMN DE '3C{'H} E DEPT135 DA BIOTINA (DMSO-d¢/TMS).
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FONTE: O autor (2023).

Os espectros de RMN de *C{'H} da tiamina e da piridoxina em 100 MHz foram
obtidos através de 2k transientes, com tempo de analise de aproximadamente 40 minutos. No
espectrometro de bancada, foram necessarios 16k transientes, com tempo de analise superior a
5 horas. Ja para a biotina, 32k transientes foram necessarios em 20 MHz, resultando em uma

analise de mais de 10 horas de duracdo. Os espectros de DEPT135 foram obtidos com 1k
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transientes em 100 MHz (~1 hora), e 8k transientes em 20 MHz (~4 horas). Deste modo,
evidencia-se o aumento significativo no tempo de analise quando se compara espectrometros

de bancada e de alta resolugiio quando se andlise o nicleo de '3C.

FIGURA 19 - ESPECTROS DE RMN DE '3C{'H} E DEPT135 DA PIRIDOXINA (DMSO-ds/TMS).
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FONTE: O autor (2023).

Contudo, novamente é importante ressaltar que os espectros de RMN de 'H sdo
suficientes para a grande maioria dos compostos, € neste caso o tempo de andlise ¢é
equivalente ao se comparar os equipamentos operando em maiores € menores campos
magnéticos. O maior tempo de aquisicdo para o nucleo de *C faz com que essa nio seja
aplicavel como andlise de rotina, mas que pode ser desenvolvido em horérios de menor
demanda de equipamento, como em periodos noturnos, gerando resultados extremamente

satisfatorios.
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FIGURA 20 - ESPECTROS DE RMN DE '3C{'H} E DEPT135 DA TIAMINA (D,O/TMSP).
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FONTE: O autor (2023).

A partir do apresentado, ¢ inegavel a possibilidade de aplicagdo de espectrometros de
RMN de bancada na principal etapa do controle de qualidade da fabricacdo de medicamentos,
na qual através de experimentos unidimensionais dos niticleos de 'H e '*C se obtém resultados
satisfatorios e que podem ser considerados equivalentes aos que seriam obtidos em

espectrometros com supercondutores.

4.2 ANALISES QUANTITATIVAS

A analise de RMN quantitativa foi realizada sobre amostras de referéncia de
piridoxina com concentragao conhecida utilizando o espectrometro Bruker F80, operando a
80 MHz para o nucleo de 'H. Ao todo, foram analisadas trés amostras com concentra¢io de
25,0 mmol-L"! (A, B e C), duas amostras de concentragio 5,0 mmol-L! (D e E), e uma
amostra com concentra¢io de 2,5 mmol-L! (F), sendo que todas estas foram preparadas a
partir da dilui¢do de uma mesma solucao estoque. A amostra de calibragdo utilizada foi uma

solugdo aquosa de etanol a 1,5 mol-L"!. Alguns pardmetros de aquisi¢do, considerados
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relevantes, foram variados durante a andlise, para averiguar as suas interferéncias nos
resultados quantitativos obtidos.

Os valores baixos de concentragdo das amostras de piridoxina foram escolhidos para
avaliar como os limites de sensibilidade do equipamento podem interferir nos resultados
quantitativos. Por exemplo, em 600 pL de uma solugio a 2,5 mmolL! se tem
aproximadamente 0,25 mg de piridoxina.

A quantificacdo por RMN ¢ usualmente feita pela integragdo de um unico sinal de
ressonancia da amostra. Neste caso, escolheu-se integrar os dois simpletos em ou 2,63 (sinal
sl) e 8,14 (sinal s2), em virtude da distingdo das areas e intensidades dos mesmos, o que pode
resultar em resultados ligeiramente diferentes. Além disso, os sinais correspondem a
hidrogénios que estdo em ambientes quimicos diferentes na molécula, desta maneira o célculo
da concentragdo a partir da média dos sinais pode ser considerada melhor representante do
todo.

Na TABELA 2, estdo expostos os resultados das concentragdes encontradas para a
integracdo dos sinais s1 e s2 da Amostra A, e a média de ambos (C), da Amostra A, mantendo-
se todos os parametros de aquisicdo iguais, com excecao do numero de transientes (7s).
Foram realizadas trés repeticdes distintas em um mesmo dia.

A concentracdo média, calculada a partir dos 18 experimentos, gerando 36 resultados
de integracdo, foi de 24,16 mmol-L™!, com desvio padrio (o) de 0,13 mmol-L™!. Este valor de
o indica uma dispersao minima dos valores, ou seja, uma alta precisdo, a qual também pode
ser observada ao se avaliar os valores extremos dentro do intervalo de resultados, tendo um

minimo de 23,91 mmol-L"' e maximo de 24,50 mmol-L™.

TABELA 2 - CONCENTRACOES CALCULADAS A PARTIR DOS DOIS SINAIS DE RESSONANCIA DA
AMOSTRA A, E A MEDIA DE AMBOS, EM MMOL-L".

Repeticio 1 Repeticiao 2 Repeticio 3
ns C (s1) C (s2) C C (s1) C (s2) C C (s1) C (s2) C
2 24,04 23,99 24,02 24,37 24,14 24,26 24,26 24,11 24,18
4 23,97 24,12 24,04 24,28 24,50 24,39 24,09 24,20 24,15
8 24,11 23,91 24,01 24,21 24,03 24,12 24,18 24,16 24,17

16 24,06 23,98 24,02 24,18 24,00 24,09 24,29 24,36 24,32
32 24,15 24,11 24,13 24,22 24,14 24,18 24,22 24,06 24,14
64 24,21 24,21 24,21 24,25 24,19 24,22 24,30 24,30 24,30

FONTE: O autor (2024).

Ao se avaliar a diferenga no valor de concentracdo encontrada através da integragao

dos dois sinais de ressonancia, nota-se que nao existe uma tendéncia clara. Em alguns casos, o
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sinal sl resulta em uma maior concentracdo, enquanto em outros casos uma menor
concentracao.

A variagao intraday da aplicacdo do ERETIC2 foi avaliada, observando-se valores de
concentracio média para cada repeti¢io de 24,07 mmol-L™!, 24,21 mmol-L"! e 24,21 mmol-L-
I, respectivamente, o que resulta em um desvio padrio de 0,08 mmol-L"'. Ou seja, ndo houve
uma variagdo significativa entre as repeti¢coes, indicando a boa repetibilidade da técnica.

Ao todo, foram avaliados 6 valores de ns, visando observar quais resultariam em um
melhor custo-beneficio, considerando a qualidade do resultado obtido e o tempo do
experimento. A duragdo das analises € um fator importante a ser levado em consideracao, e
neste caso variou de menos de 1 minuto (ns = 2) até aproximadamente 30 minutos (ns = 64).

Entretanto, notou-se que ndo houve uma diferenca significativa nos resultados
obtidos com o aumento de ns. Ou seja, para amostras similares a esta, ndo hé a necessidade de
realizar experimentos longos, com resultados concretos sendo obtidos com poucos transientes.

Uma andlise sobre a razdo S/R, calculada automaticamente através do software
TopSpin 4.1.4, permitiu avaliar esta conclusdo. Para isso, selecionou-se como “regido de
ruido” entre 5,3 e 7,5 ppm, onde nao foram observados sinais de ressonancia. A escolha por
esta regido, € ndo nos extremos do espectro, se deu para melhor avaliar a utilizagdo de um
pulso com radiagdo de radiofrequéncia utilizado para supressdo do sinal de ressonancia do
solvente em regido proxima. A “regido de sinal” escolhida foi a mesma utilizada na integragdo
do sinal s2, por apresentar a menor intensidade e estar menos destacado da linha de base
dentre os sinais de ressonancia, sendo considerado um limite minimo.

Os valores da razdo S/R de cada um dos espectros estd exposto na TABELA 3.
Embora se observe uma relacdo direta entre o aumento na razdo S/R com o aumento do
numero de transientes, o valor de S/R quando ns ¢ igual a 2 ja ¢ suficientemente alto para que
se tenha condicdo favoravel para quantificagdo, ndo sofrendo efeitos negativos de oscilagdes
na linha de base. Na FIGURA 21, compara-se os espectros adquiridos com 2 e 64 transientes,
os quais foram manipulados para que apresentassem a mesma intensidade de sinais, deixando

evidente a melhora da razao S/R.
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TABELA 3 - VALORES DE CONCENTRACAO MEDIA, EM MMOL-L', E DA RAZAO S/R DOS
ESPECTROS DE RMN DE 'H DA AMOSTRA A.

Repeticio 1 Repeticio 2 Repeticao 3

ns C S/R C S/R C S/R

2 24,02 70,73 24,26 75,84 24,18 66,53
4 24,04 99,80 24,39 100,48 24,15 114,97
8 24,01 132,38 24,12 134,87 24,17 144,17
16 24,02 174,22 24,09 173,38 24,32 168,11
32 24,13 198,68 24,18 197,99 24,14 210,31
64 24,21 251,92 24,22 232,11 24,30 254,33

Fonte: O autor (2024).

FIGURA 21 - ESPECTROS DE RMN DE 'H DA AMOSTRA A COM 2 E 64 TRANSIENTES.

Pt

P

P

J k LJ;‘,L ns = 64 _J L
ns=2 &m

I T T T T T T ML T T T ML T T T T T T L
$5 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 ppm

FONTE: O autor (2024).

Todos estes apontamentos foram realizados para as amostras B e C, também de

concentragdo de 25,0 mmol-L!. Os resultados para ambas estio expostos nas TABELAS 4 ¢

5, respectivamente, e corroboraram com os resultados obtidos para a Amostra A. Como a

integragdo dos dois sinais de ressonancia resultou em resultados equivalentes, apenas a

concentracao média foi exposta.

TABELA 4 - VALORES DE CONCENTRACAO MEDIA, EM MMOL-L', E DA RAZAO S/R DOS
ESPECTROS DE RMN DE 'H DA AMOSTRA B.

Repeticio 1 Repeticio 2 Repeticao 3
ns C S/R C S/R C S/R
2 24,57 67,17 24,22 62,19 24,13 72,30
4 24,42 103,40 24,34 98,26 24,42 90,33
8 24,51 136,28 24,55 151,34 24,43 133,67
16 24,40 179,07 24,34 167,51 24,41 194,90
32 24,43 239,66 24,49 200,63 24,40 223,52
64 24,45 275,28 24,46 253,43 24,45 246,24

Fonte: O autor (2024).
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TABELA 5 - VALORES DE CONCENTRACAO MEDIA, EM MMOL-L', E DA RAZAO S/R DOS
ESPECTROS DE RMN DE 'H DA AMOSTRA C.

Repeticio 1 Repeticio 2 Repeticao 3

ns C S/R C S/R C S/R

2 25,99 72,86 26,06 87,60 26,04 80,23
4 26,06 102,54 26,29 103,87 25,99 114,05
8 26,11 138,27 26,12 142,40 25,89 145,96
16 26,15 167,92 26,17 206,74 26,14 185,95
32 26,03 225,61 26,07 228,44 26,16 212,14
64 26,05 263,44 26,19 265,80 26,14 264,49

Fonte: O autor (2024).

Dessa forma, baseando-se nas 36 integracdes (18 andlises), a Amostra B apresentou
concentracdo média de 24,41 mmol-L"! e um o de 0,13 mmol-L"!, indicando novamente a alta
precisio da técnica, e a variacdo intraday foi de apenas 0,05 mmol-L!, evidenciando sua
repetibilidade. Mais uma vez, o aumento de ns mostrou-se desnecessario, nao havendo
impacto nos resultados, dentre os valores estudados. Para a amostra C, a concentracdo média
foi de 26,09 mmol-L™!, com o de 0,13 mmol-L™! e varia¢do intraday de 0,05 mmol-L™".

As trés amostras apresentaram resultados ligeiramente diferentes, comparado a
concentragio nominal de 25,0 mmol-L"! esperada para as amostras. Como todas foram
preparadas a partir de uma mesma solu¢do estoque, esperava-se que apresentassem
concentragdes iguais, mas uma pequena diferenca entre elas foi observada. Ao se considerar
as trés amostras, obteve-se um valor médio de 24,89 mmol-L! e um desvio padrio de 1,05
mmol-L"!, sendo este um valor considerado relevante. Porém, niio se pode dizer que se trata de
falta de acurécia da técnica, visto a fonte de erros oriunda do preparo de amostra. Apesar do
cuidado tomado, deve-se considerar questdes relativas a instrumentacdo, que pode ndo ser
ideal, e principalmente ao erro do analista no preparo de amostras, podendo ter ocasionado
essa oscilacao nos resultados encontrados.

A relagdo entre a razdo S/R ¢ linear com a raiz quadrada de ns.”” Os coeficientes de
linearidade (R?) obtidos, porém, niio alcancaram valores acima de 0,97, e chegaram a atingir
valores abaixo de 0,90. Embora estes valores sejam suficientes para se afirmar a existéncia de
certa linearidade, eram esperados valores melhores de R?. Curiosamente, para todas as
andlises das Amostras A e B, a relagdo entre a razdo S/R e a raiz quadrada de ns foi melhor

definida através de uma relacdo logaritmica, conforme exemplificado na FIGURA 22.
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FIGURA 22 - RELACAO ENTRE A RAZAO S/R E A RAIZ QUADRADA DE NS COM PLOT LINEAR E
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FONTE: O autor (2024).

Isto pode ser explicado pelo desvio do ponto referente ao menor valor de ns da
tendéncia linear, apresentando valores de razao S/R inferiores ao previsto, fato este que pode
ser visualizado nos graficos mostrados acima, de modo que a tendéncia inicia em uma
crescente, e atinge a linearidade apenas para valores maiores de ns, adequando-se, portanto, a
um plot logaritmico. O motivo deste desvio da tendéncia ¢ possivelmente decorrente do fato
de que com apenas 2 transientes nao se tem informacao suficiente para que as interferéncias
destrutivas do ruido se somem de forma significante, resultando em uma menor razao S/R,
enquanto para 4 transientes este cancelamento ¢ mais evidente.

Para as amostras B e C avaliou-se também a reprodutibilidade através da analise
interday, repetindo os experimentos decorrido 5 dias da primeira andlise, também em
triplicata. Durante este periodo, as amostras foram condicionadas em refrigerador sem

precaugdes extras. Os resultados da concentragdo média encontrados estdo expostos na
TABELA 6.
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TABELA 6 - VALORES DE CONCENTRACAO MEDIA ENCONTRADOS PARA AS AMOSTRAS B E C
EM ANALISES DE RMN DE 'H REALIZADAS EM DIAS DIFERENTES, EM MMOL-L!.

Amostra B Amostra C
ns C(Dia 1) C (Dia 6) C (Dia 1) C (Dia 6)
2 24,31 24,33 26,03 25,82
4 24,39 24,23 26,11 25,73
8 24,50 24,22 26,04 25,76
16 24,38 2425 26,16 25,76
32 24,44 24,27 26,09 25,79
64 24,45 2425 26,13 25,80
C 24,41 24,26 26,09 25,78

Fonte: O autor (2024).

Esperava-se observar o mesmo valor de concentragdo, ou até mesmo um pequeno
aumento, decorrente de uma possivel vaporizagdo do solvente, mas visualizou-se o oposto,
com ambas as amostras apresentando uma ligeira diminui¢do na concentragdo. Um possivel
motivo de tal variagdo pode ser alteracdes na qualidade do shimming, feito de maneira
automatica previamente as analises. De todo modo, as variacdes de concentracdo foram
minimas, indicando a reprodutibilidade dos resultados.

As mesmas analises feitas para as Amostras A-C foram repetidas para as amostras D
e E, de 5,0 mmol-L!, e para a amostra F de 2,5 mmol-L™. As anélises foram realizadas em
triplicata, e os resultados de concentracdo média e razao S/R estdo expostos na TABELA 7.

As amostras D e E apresentaram concentra¢gdes médias de 5,53 mmol- L' e 5,76
mmol-L!, com desvios padrdes de 0,08 mmol-L' e 0,06 mmol-L"!, respectivamente. A
variacdo intraday de ambas foi inferior a 0,04 mmol-L!, e a variacdo de ns ndo foi
significativa para o calculo da concentragdo. Atribui-se novamente a diferenca entre a

concentracdo obtida e o valor nominal (de 5,0 mmol-L™") a erros no preparo amostral.

TABELA 7 - VALORES DE CONCENTRACAO MEDIA, EM MMOL-L', E DA RAZAO S/R DOS
ESPECTROS DE RMN DE 'H DAS AMOSTRAS D-F.

Amostra D Amostra E Amostra F
ns C S/R C S/R C S/R
2 5,64 16,12 5,76 16,42 2,23 6,26
4 5,45 23,72 5,76 20,73 2,40 9,44
8 5,49 31,65 5,72 29,15 2,45 11,58
16 5,48 46,94 5,78 40,67 2,46 15,04
32 5,57 61,43 5,76 56,08 2,47 18,16
64 5,54 77,41 5,77 73,22 2,46 23,06

Fonte: O autor (2024).

Para a amostra F, encontrou-se uma concentracio média de 2,41 mmol-L™! e desvio

padrdo de 0,11 mmol-L!. Neste caso, observou-se uma diferenca significante entre o resultado
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obtido com ns igual a 2 e valores maiores, apresentando em valor médio menor que o das
demais medigdes. Isto significa que para concentragdes tao pequenas quanto esta, uma analise
com ns igual a 2 ndo ¢ recomendada, o que se deve principalmente ao seu pequeno valor de
razdo S/R. Ao excluirmos da andlise os resultados obtidos com ns = 2, o desvio padrdo dos
resultados cai para 0,07 mmol-L!, ou seja, a variagcdo é menor.

Na FIGURA 23, esta exposto um comparativo entre os espectros da amostra F
utilizando ns igual a 2 e 64, ajustados para apresentarem a mesma intensidade dos sinais, na
qual fica evidente a piora na razdo S/R, o que resulta na inadequada integragdo do sinal, com

maiores oscilagdes, resultando em valores menos precisos.

FIGURA 23 - ESPECTROS DE RMN DE 'H DA AMOSTRA F COM 2 E 64 TRANSIENTES.
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FONTE: O autor (2024).

O célculo do limite de quantificacao (LOQ), realizado conforme a equacio (3),
permitiu avaliar a veracidade dos calculos das concentragdes.”® Para a andlise com ns igual a 2
encontrou-se um LOQ de aproximadamente 3,6 mmol-L!, ou seja, realizar a quantificacio a
partir deste espectro nao ¢ adequado. Para a andlise com ns igual a 4, o LOQ ¢ de
aproximadamente 2,5 mmol-L!, sendo, portanto, o valor minimo de ns que pode ser utilizado
para se obter resultados validos. E importante ressaltar, porém, que este fato ndo é de maneira
alguma um problema impactante em uma anélise. Um experimento de RMN de 'H com 4
transientes, considerando todos os parametros quantitativos aqui abordados, pode ser

realizado em menos de 3 minutos, sendo uma ferramenta muito mais rapida que outras

metodologias.
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LOQ = S/—R 3)

Os resultados expostos até o momento mostraram a alta repetibilidade e
reprodutibilidade da técnica, através da analise das variagdes intraday e interday das
amostras. Ficou evidente também a alta precisdo dos resultados, com desvios padrdes
minimos entre as repeti¢oes.

O numero de transientes utilizado na aquisi¢ao dos espectros so foi relevante para a
amostra de menor concentracdo, e apenas para o menor valor de ns avaliado, indicando que
resultados satisfatorios podem ser obtidos em curtos periodos de analise, mostrando um
avango frente a outras metodologias de andlises quantitativas.

Outro fator que apresenta efeito sobre a razdo S/R € o valor de RG (Receiver Gain).
Este ¢ um parametro eletronico utilizado para adequar a amplitude do FID com a faixa
dinAmica do digitalizador, ou seja, atua na conversdo do sinal de eletronico para digital.*>!
Representado como um valor adimensional, este ¢ capaz de maximizar o valor da razdo S/R,
aumentando a sensibilidade da anélise.’>””” Em muitos espectrdmetros modernos, o calculo
de RG pode ser feito de maneira automatica, otimizando seu valor para cada analise em
questdo de segundos. Porém, nao sdo todos os espectrometros de bancada que apresentam esta
funcionalidade, e caso se deseje alterar o valor de RG, deve ser feito manualmente. Além
disso, os valores de RG sdo limitados a diferentes intervalos, de acordo com o modelo do
espectrometro utilizado.

O valor de RG ideal varia de acordo com diversos parametros, como temperatura e
concentragdo da amostra, o nucleo que estd sendo analisado, a sequéncia de pulsos utilizada
na analise, entre outros. Deste modo, um aumento de RG nao acarreta diretamente em um
aumento da razdao S/R. Quando valores muito altos sdo utilizados, ¢ possivel que se cause
efeitos negativos ao espectro, oriundos de truncamentos do FID, ocasionando o surgimento de
imperfei¢des e oscilagdes na linha de base que afetam o formato dos sinais de ressonancia e
impossibilitam a integragdo adequada. Portanto, deve-se ter cuidado ao se trabalhar com
alteracdes manuais ao valor de RG.>%%07

No F80, os possiveis valores de RG sao limitados entre 1 ¢ 100, sendo 1 seu valor
padrdo, e nao existe a possibilidade de realizar um calculo automatico para definir seu valor
ideal.*> Para as amostras A e B, foram realizadas analises com valores de RG de 1 e 15,
mantendo todos os demais parametros de aquisi¢do fixos, e os resultados estdo expostos na

TABELA 8.
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TABELA 8 - VALORES DE CONCENTRACAO, EM MMOL-L"', E DA RAZAO S/R DOS ESPECTROS DE
RMN DE 'H DAS AMOSTRAS A E B COM DIFERENTES VALORES DE RG.

Amostra A Amostra B
RG=1 RG =15 RG=1 RG =15
ns C S/R C S/R C S/R C S/R
2 24,17 71,30 24,28 77,57 24,70 76,01 24,46 67,75
4 24,18 95,16 24,49 103,43 24,55 99,38 24,46 108,32
8 24,12 146,10 24,26 145,41 24,45 129,75 24,56 146,83
16 24,18 173,66 24,26 176,55 24,49 160,51 24,59 169,61
32 24,15 220,76 24,34 208,53 24,57 207,71 24,59 214,14
64 24,23 228,37 24,40 210,93 24,62 255,18 24,62 224,82

Fonte: O autor (2024).

Como pode se observar, a mudanca de RG ndo causou variagdes nas concentragdes
calculadas das amostras, bem como nao resultou em alteragdes significativas nos valores de
razao S/R. Ou seja, para as amostras analisadas, ndo ha diferenca na variacdo de RG entre 1 e
15, independentemente do valor de ns utilizado. Na FIGURA 24, sio comparados dois
espectros da Amostra A, obtidos com RG igual a 1 e 15. O aumento na intensidade dos sinais
¢ evidente, como mostrado em (A), onde os espectros sao apresentados na mesma escala de
intensidade. Porém, ao modificar os espectros para que se observe a mesma intensidade de
sinais, como mostrado em (B), nota-se que o ruido ¢ equivalente.

Assim, optou-se por ndo avaliar outros valores de RG. A defini¢do manual do valor a
ser utilizado pode levar tempo, precisando ser avaliada individualmente para cada amostra,
podendo resultar em efeitos negativos para analise, o que contraria o propoésito de se diminuir
o tempo e as dificuldades operacionais dos espectrometros de bancada.

O valor de p/ ¢ outro parametro que deve ser adequado para cada andlise quantitativa
realizada, de modo que requer um custo de tempo anterior a andlise. Avaliou-se aqui o
impacto da utilizagdo de um valor de p/ fixo frente ao valor de p/ calculado para a amostra.
Os resultados das andlises variando p/, mantendo os demais pardmetros de aquisicdo fixos,

para as Amostras A e B estdo dispostos na TABELA 9.5
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FIGURA 24 - ESPECTROS DE RMN DE 'H DA AMOSTRA A COM VALORES DE RG DE 1 E 15.
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FONTE: O autor (2024).

TABELA 9 - VALORES DE CONCENTRACAO, EM MMOL L™, E DA RAZAO S/R DOS ESPECTROS DE
RMN DE 'H DAS AMOSTRAS A E B COM DIFERENTES VALORES DE P/.

Amostra A Amostra B
pl=11,938 pl=12,0 pl=11,938 pl=12,0
ns C S/R C S/R C S/R C S/R
2 24,02 70,73 24,17 71,30 24,57 67,17 24,70 76,01
4 24,04 99,80 24,18 95,16 24,42 103,40 24,55 99,38
8 24,01 132,38 24,12 146,10 24,51 136,28 24,45 129,75
16 24,02 174,22 24,18 173,66 24,40 179,07 24,49 160,51
32 24,13 198,68 24,15 220,76 24,43 239,66 24,57 207,71
64 2421 251,92 24,23 228,37 24,45 275,28 24,62 255,18

Fonte: O autor (2024).

Nesse contexto, observou-se que houve uma pequena variagdo nos resultados.
Quando utilizado o valor de p/ considerado ideal, os valores de concentragdo encontrados
foram ligeiramente menores para as trés amostras. O valor de p/ encontrado como ideal foi de

11,938 us, e o valor fixo utilizado foi de 12,0 us (valor padrao utilizado para anélises
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qualitativas com a sequéncia de pulsos zg em espectrometros Bruker). Assim, conclui-se que a
utilizagao de um p/ de 12,0 pus ndo ¢ adequada, ¢ a area dos sinais de ressondncia nao
correspondem a realidade da amostra. Todavia, a diferenca na concentragdo encontrada foi
minima, permitindo inferir que ndo ¢ estritamente necessaria a utilizagdo de um valor exato,
pois pequenas variagdes interferem pouco no método.

Dessa forma, embora tenham apresentado concentracdes ligeiramente diferentes
entre si, foi encontrado o mesmo valor de p/ ideal para as amostras A, B e C, indicando que
pequenas variagdes na concentra¢do nao sao tdo significativas para esta otimizacao.

Para encontrar o valor de 11,938 ps, foi realizado um método que consiste em
estimar o valor ideal através da busca pela duragdo referente a um pulso de excitagao de 360°,
e entdo dividir este valor por 4, processo este que requer tempo. Métodos de calculo
automatico do valor ideal de p/ existem, mas geram resultados imprecisos (comando
pulsecal) ou também requerem longos tempo para sua determinagio (comando paropt).”®

Considera-se a duragdo do pulso de 360° quando o espectro estd nulo, ou seja, nao
sdo observados sinais de ressonancia. Na realidade, dificilmente se € possivel “anular” o
espectro, visto que nucleos em diferentes ambientes quimicos apresentam diferentes
caracteristicas, ¢ enquanto ¢ possivel desaparecer com um sinal do espectro, outros podem
ndo ser corretamente anulados. Para as amostras, a calibragao do valor de p/ foi feita sobre o
sinal sl, conforme mostrado na FIGURA 25. Entretanto, as concentracdes obtidas pela
integragdo de s2 ndo apresentaram diferencas significativas, indicando que uma alta exatidao
pode nao ser necessaria.

O fator que mais impacta no tempo de andlise ¢ sem davidas o tempo de relaxagdo,
que corresponde a maior porcentagem do tempo de um experimento em RMN. E fundamental
que DI tenha um valor suficiente para garantir a total relaxacdo dos spins, o que varia de
amostra para amostra, dependendo de concentracdo, viscosidade, temperatura, solvente, e da

estrutura dos compostos, entre outros fatores.”!
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FIGURA 25 - ESPECTRO DE RMN DE 'H DA AMOSTRA A UTILIZADO PARA CALIBRACAO DO
VALOR DE P1I.

FONTE: O autor (2024).

Tal como pl, a otimizacdo de DI/ pode consumir um grande tempo previamente a
analise. O valor de T, ¢ utilizado para estimar D/, e a determinacdo de Ti é comumente
realizada através de demorados experimentos de relaxacao-recuperagdo. Uma alternativa ¢ a
aquisicdo de espectros sequenciais com valores de D/ crescentes, ¢ analisar a partir de qual
valor se tem uma estabilizacdo na area e/ou intensidade dos sinais de ressonancia, visto que
valores de D/ acima do minimo ndo interferem no resultado da analise, o que pode ser feito
tanto manualmente quanto automaticamente (comando paropt). Contudo, se tem a
necessidade de um procedimento laborioso e que pode levar tempo. Uma alternativa, utilizada
neste trabalho, ¢ a de utilizar um valor superestimado de D/.

Neste trabalho, utilizou-se um valor de D/ de 20,0 segundos. O valor de D/ foi
estimado uma Unica vez somente para a Amostra A, sendo este de aproximadamente 12
segundos. Ou seja, nos experimentos realizados, a cada transiente houve uma perda de 8
segundos, o que resultou em um excesso de tempo de até 8,5 minutos (para ns igual a 64),
sendo este proximo do valor necessario para a determinagdo do valor de 12 s. Comparou-se o
resultado dos experimentos realizados com valores de D/ de 1 s e 20 s, sendo o primeiro valor
usualmente utilizado em anélises qualitativas de 'H, e os resultados obtidos estio expostos na

TABELA 10.
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TABELA 10 - VALORES DE CONCENTRACAO, EM MMOL-L"!, E DA RAZAO S/R DOS ESPECTROS DE
RMN DE 'H DAS AMOSTRAS A E B COM DIFERENTES VALORES DE D/.

Amostra A Amostra B
DI=1s DI=20s DI=1s DI=20s
ns C S/R C S/R C S/R C S/R
2 21,32 64,70 24,02 70,73 21,72 61,39 24,57 67,17
4 21,39 86,60 24,04 99,80 21,28 82,06 24,42 103,40
8 20,98 112,73 24,01 132,38 21,60 115,57 24,51 136,28
16 21,11 142,52 24,02 174,22 21,31 128,44 24,40 179,07
32 21,14 166,54 24,13 198,68 21,38 178,85 24,43 239,66
64 21,18 199,94 24,21 251,92 21,54 205,97 24,45 275,28

Fonte: O autor (2024).

Analisando estes dados, fica evidente a importancia da calibragdo do valor de D].
Para a Amostra A, por exemplo, enquanto a concentragdo média obtida foi de 24,16 mmol-L™!
com 20 segundos de relaxagdo, o valor encontrado para um D/ de 1 segundo foi de 21,19
mmol-L!. Assim, este curto periodo de tempo ndo é suficiente para a relaxagio dos spins, € a
area e/ou intensidade dos sinais de ressonancia observados no espectro ndo correspondem a
realidade da amostra.

A necessidade da realizagdo da supressao de sinais de solvente em espectros de RMN
de 'H ¢é recorrente. Em espectrometros de bancada, onde se tem menor resolugio, e
consequentemente maior sobreposi¢cdo de sinais, essa necessidade ¢ ainda maior. Além disso,
a possibilidade da utilizacdo de solventes ndo-deuterados faz com que a utilizacdo de
sequéncia de pulsos do género seja fundamental. A irradiagdao de radiofrequéncia responsavel
pela supressao do sinal de ressonancia, porém, pode interferir em todo o espectro, € nao
apenas na regido desejada. Além disso, oscilagdes na linha de base podem ser geradas.

Por este motivo, avaliou-se o efeito que a utilizagdo de uma sequéncia de pulso com
supressao de sinais (Bruker zgpr), comparando com os resultados obtidos com a aquisicao de
um pulso sem tal irradia¢do (Bruker zg). A escolha por esta sequéncia de pulso frente a outras
metodologias disponiveis se deu ao fato de ser amplamente utilizada por ser de facil
aplicacdo. A irradiacdo foi feita sobre o sinal residual de HOD no solvente, proximo a ou 4,80.
O sinal sl possui deslocamento quimico a uma distancia de 2,20 ppm na regido de campo
mais alto. O sinal s2 encontra-se descolado aproximadamente 3,30 ppm para a regido de
menor campo, estando, portanto, mais afastado da irradiacdo. Os resultados obtidos para as

amostras A e B estdo expostos na TABELA 11.
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TABELA 11 - VALORES DE CONCENTRACAO, EM MMOL L™, E DA RAZAO S/R DOS ESPECTROS DE
RMN DE 'H ANALISADOS DAS AMOSTRAS A E B COM DIFERENTES SEQUENCIAS DE PULSOS.

Amostra A Amostra B
28 w8pr 8 8pr
ns c S/R c S/R c S/R C S/R
2 24,02 70,73 26,15 108,55 24,57 67,17 26,59 104,82
4 24,04 99,80 26,54 133,83 24,42 103,40 26,55 143,59
8 24,01 132,38 26,26 195,27 24,51 136,28 26,57 184,54
16 24,02 174,22 26,21 233,64 24,40 179,07 26,25 247,26
32 24,13 198,68 26,15 309,67 24,43 239,66 26,32 295,48
64 2421 251,92 26,22 333,28 24,45 275,28 26,27 347,02

Fonte: O autor (2024).

O aumento da razdo S/R ¢ a primeira consequéncia da supressdo. Dada a baixa
concentragdo das amostras, o sinal residual de impureza do solvente era o de maior
intensidade do espectro. Ao “excluir” tal sinal, se tem um ganho na separagdo dos demais
sinais da linha de base.

Nota-se que, mais uma vez, os resultados obtidos da integracdo dos sinais sl e s2
diferem significativamente. Enquanto sl apresentou resultados similares aos esperados, a
concentragcdo calculada a partir de s2 superou seu valor real. Este resultado contrariou o
esperado. Por estar mais distante da irradiagcdo, esperava-se que este sinal de ressonancia
sofresse menor interferéncia, o que nao foi o caso.

Conforme exposto por Giraudeau et al. (2015), a quantificagdo em espectros com
supressdo de sinais € um processo complexo, e que deve ser cuidadosamente analisado para
evitar impacto negativo nos resultados. A realizacdo da supressao pela irradiagao de pulsos de
radiofrequéncia que anulam a magnetizagdo referente ao sinal desejado (conhecido como
radiation dumping), que € o caso da sequéncia de pulsos aqui utilizada, ¢ conhecida por gerar
resultados pouco exatos, e outras metodologias sdo mais bem adequadas para este propdsito.*

Os resultados obtidos comprovaram a alta acuracia e precisdo da RMNq, bem como
a reprodutibilidade, repetibilidade e robustez do método ERETIC2. Conforme previsto, DI e
pl sdo os parametros fundamentais para analises quantitativas precisas, € sdo a maior fonte de
erros em caso de aproximacodes ou padronizagdo. A escolha de uma sequéncia de pulsos
adequada também ¢ fundamental. Os demais pardmetros abordados mostraram pouca
influéncia na qualidade dos resultados, de modo que podem ser otimizados individualmente
para cada amostra, ou fixados em valores pré-determinados, sem prejudicar a analise.

A aplicabilidade do ERETIC2 ¢é extremamente promissora ao se considerar cenarios
de controle de qualidade, principalmente devido a simplicidade em utiliza-lo. Além disso, ¢

um processo rapido e sem necessidade de etapas prévias de preparo de amostra. Seu uso na
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area de medicamentos pode ser proveitoso na determinacao da pureza dos insumos utilizados
e, principalmente, na analise de formulagdes prontas para identificar o teor real de principio

ativos e excipientes.
4.3 DEGRADACAO FORCADA

O interesse em realizar estudos de degradacdo fundamenta-se na avaliacdo da
capacidade dos espectrometros de baixa resolucdo em identificar e possivelmente caracterizar
produtos em baixa concentracdo. Além disso, através de estudos introdutorios, foi possivel
avaliar a capacidade da ferramenta em analises de acompanhamento de rea¢des quimicas.

Os estudos foram realizados com a piridoxina (vitamina Be) e tiamina (Vitamina By).
A escolha por vitaminas se deu por serem espécies conhecidas por serem susceptiveis a
degradacio frente a diversas situagdes de estresse.”>’”"" Além disso, as vitaminas do grupo B
sdo hidrossoluveis, facilitando o desenvolvimento dos experimentos. Baseadas em suas
estruturas quimicas, expostas na FIGURA 26, espera-se que a piridoxina apresente alta
estabilidade, e maior reatividade seja observada para a tiamina, principalmente pela presenca

de um anel tiazol.

FIGURA 26 - ESTRUTURA QUIMICA DA PIRIDOXINA E TIAMINA.
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FONTE: O autor (2024).

Assim sendo, a piridoxina apresentou elevada estabilidade frente a todas as situagoes
de estresse as quais foi submetida. Na FIGURA 27 estdo expostos os espectros de RMN de
'"H da mesma, nos quais pode-se observar a similaridade entre os perfis espectrais

independente da situacgao testada.
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FIGURA 27 - ESPECTROS DE RMN DE 'H DA PIRIDOXINA EM DMSO-ds (a), E APOS EXPOSICAO A
HIDROLISE BASICA (b), HIDROLISE ACIDA (c), OXIDACAO POR PEROXIDO (d) E ALTA
TEMPERATURA (e) (80 MHZ). *ETANOL.
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FONTE: O autor (2024).

A presenga do intenso sinal de agua residual no espectro ¢ extremamente prejudicial
para a analise, pois este se encontra na mesma regido que os sinais referentes aos hidrogénios
Ho e Hio da piridoxina, ocorrendo a sobreposi¢do dos mesmos.

Resultados mais interessantes foram obtidos para a tiamina. A partir do espectro de
RMN de 'H em DO desta molécula (FIGURA 12) averiguou-se a auséncia do sinal de
ressonancia referente ao hidrogénio Hii. Entretanto, ao repetir a andlise na presenga de H>O,
em solucdo tampao, foi possivel observar um simpleto em 6u 9,71 referente a H7. Ambos os
espectros estao comparados na FIGURA 28.

Isto ¢ explicado pela relativa acidez do hidrogénio H7, em decorréncia da
estabilidade do carbanion formado no anel tiazdlico, devido a estrutura de ileto obtida.’*8>86
Ao utilizar o solvente deuterado, ocorre a substituicdo deste hidrogénio por um atomo de
deutério, que estd em excesso no meio, conforme explicito na FIGURA 29. Na presenca de
maior quantidade de H>0O, o equilibrio resulta na troca de um atomo de hidrogénio por outro,

e nao ha alterag¢ao no espectro.
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FIGURA 28 - ESPECTROS DE RMN DE 'H DA TIAMINA NA PRESENCA DE H,O E EM D,0 (80 MHZ).
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FONTE: O autor (2024).

FIGURA 29 - EQUILIBRIO QUIMICO DO ANEL TIAZOLICO DA TIAMINA, COM A TROCA DE
HIDROGENIO POR DEUTERIO.
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FONTE: O autor (2024).

Nesse sentido, com excecdo do “surgimento” do sinal, o espectro se mantém
idéntico, indicando que nao ha qualquer outra alteracao na estrutura molecular. Isso também
aponta que, embora o intermedidrio carbanion seja estavel suficiente para ser formado, este ¢
rapidamente consumido no equilibrio, ndo podendo ser detectado por RMN. Este fenomeno ja
¢ conhecido, e foi um dos primeiros usos da RMN no acompanhamento de reagdes organicas,
e j& foi utilizado na aplicagio da RMN para calculos de constante cinética de
desprotonagao. %3

Este fato também pode ser observado pela analise dos espectros de RMN de
BC{'H}, expostos na FIGURA 30. Na presenca de H,O, observa-se um sinal de ressonincia

em Oc 156,9, referente ao carbono C7. Em D>O, este sinal existe na forma de um tripleto de

intensidade minima.
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FIGURA 30 - ESPECTROS DE RMN DE '*C{'H} DA TIAMINA EM D,0 E NA PRESENCA DE H,0 (100
MHZ).
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FONTE: O autor (2024).

Em espectros de RMN !*C{'H}, os sinais de ressonincia se dio na forma de
simpletos devido ao desacoplamento com o nicleo de 'H. Como o nucleo de deutério (*H)
apresenta spin nuclear diferente, este nao ¢ desacoplado durante o experimento, € o sinal se da
na forma de um tripleto. Trata-se de situacdo semelhante ao visualizado nos espectros para os
multipletos referentes a solventes deuterados.*

Contudo, a intensidade do sinal foi tdo baixa que ndo pode ser detectado através de
um espectrometro de bancada. Apenas em alta resolucdo, e somente com tempo de analise
superior a 2 horas (ns = 8k), pode ser notada sua presen¢a no espectro.

Ao se desacoplar o niicleo de 'H durante o experimento, o sinal de ressonancia de um
nticleo de '*C ¢ intensificado. Primeiro, pois somam-se as intensidades de cada sinal que seria
observado em um multipleto, e pelo aprimoramento causado por NOE (Nuclear Overhauser
Effect). Com a existéncia da ligagdo C—D, nenhum destes aprimoramentos ¢ observado, o que
explica o sinal pouco intenso.?%?!

Tal como na analise de 'H, a tunica alteragio no espectro é em referéncia a este
atomo, nao havendo diferengas significativas de deslocamento quimico dos demais sinais, o
que também indica que o intermediario ileto ndo pdde ser detectado por RMN, visto que a
carga distribuida no anel causaria alteragdes eletronicas significativas na molécula.

Uma andlise do mapa de contornos HSQC permitiu correlacionar os sinais em
questdo, confirmando que o hidrogénio com ressonancia em ou 9,71 estd diretamente ligado

ao carbono com deslocamento quimico de oc 156,9, conforme mostrado na FIGURA 31.
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Através de um experimento de HMBC, exposto na FIGURA 32, confirmou-se a
atribui¢io correta de Hii e Ci1, visto pela correlagio do sinal de '"H em 8u 9,71 com os sinais

em Oc 53,0, 139,6 e 145,8, referente aos carbonos Cs, Cs e Co, respectivamente (TABELA 2).

FIGURA 31 - EXPANSAO DO MAPA DE CONTORNOS HSQC DA TIAMINA NA PRESENCA DE H,0.
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FONTE: O autor (2024).

FIGURA 32 - EXPANSAO DO MAPA DE CONTORNOS HMBC DA TIAMINA NA PRESENCA DE H,O.
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FONTE: O autor (2024).
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A tiamina se mostrou susceptivel a oxidagdo por peroxido (H2O2). Através dos
espectros de RMN de 'H, foi possivel observar a presenca de sinais de produtos de
degradacgdo, bem como o aumento da intensidade destes com o decorrer do tempo. Na regido
de menor deslocamento quimico (a direita do espectro), observou-se uma ligeira variagdo para
o sinal referente aos hidrogénios Hiz, de ou 2,51 para du 2,56, no decorrer de 17 horas de
oxidagdo, e o surgimento de sinais na regido entre oy 1,70-2,40, como mostrado na FIGURA

33.

FIGURA 33 - AMPLIACAO NA REGIAO DE &y 1,00-3,50 DOS ESPECTROS DE RMN DE 'H DA
TIAMINA EM SOLUCAO TAMPAO (A) E FRENTE A SOLUCAO 3% DE H,0, POR 1 HORA (B) E 17
HORAS (C) (80 MHZ). *ETANOL

(A)

(B)

M
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T T \ T \ T \ T \ T \ T \ T \ T \ \ \
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FONTE: O autor (2024).

A FIGURA 34 mostra a regido de campo mais baixo (a esquerda do espectro), na
qual ¢ notdvel o aparecimento de um grande numero de sinais de ressondncia de baixa

intensidade, indicando alteragdes nos anéis aromaticos da molécula.
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FIGURA 34 - AMPLIACAO NA REGIAO DE &y 6,00-9,00 DOS ESPECTROS DE RMN DE 'H DA
TIAMINA EM SOLUCAO TAMPAO (A) E FRENTE A SOLUCAO 3% DE H,0, POR 1 HORA (B) E 17

HORAS (C) (80 MHZ).
(A)
(B)
A
©)
AN YN

8.8 8.6 84 8.2 8.0 7.8 76 74 72 70 68 6.6 6.4 6.2 ppm

FONTE: O autor (2024).

A tiamina ¢ conhecida pela sua facil oxidagdo para tiocromo frente a varios agentes
oxidantes. Este processo ¢, inclusive, utilizado para a quantificagdo desta por
fluorescéncia.®’# O tiocromo, por sua vez, é oxidavel para o oxi-dihidro-tiocromo (ODTC), e
estudos apontam que este também ¢é oxidavel a substancias de estruturas nio desvendadas.®’

Esta sequéncia de oxidagdo esta exposta no esquema da FIGURA 35.
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FIGURA 35 - ESQUEMA DA REACAO DE OXIDACAO DA TIAMINA.

NH,
N7 ™ w’\@/\, N NN\
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FONTE: O autor (2024).

Infelizmente, as andlises sobre o niicleo de !°C, assim como os experimentos
bidimensionais realizados, ndo se mostraram aplicaveis para possivel caracterizagdo ou
identificacao dos produtos de degradagao, devido a pequena quantidade formada.

Apesar disso, foi possivel contestar a rota de oxidagdo para tiocromo com as
informagdes obtidas no espectro de RMN de 'H. Isto pois, se a degradagdo segue a rota
proposta no esquema da FIGURA 35, alteragdes significativas deveriam ser observadas em
relagcdo ao sinal de ressonancia do hidrogénio Hs, mas nenhuma mudanca foi verificada, seja
em relacdo a deslocamento quimico ou a intensidade do sinal. Esse resultado vai de encontro
com o fato de o tiocromo apresentar coloracdo amarela que ndo foi observada na solugdo.

Outros estudos apontam que a oxidagdo da tiamina resulta na clivagem da ligacao
entre Cs-No, separando o sistema tiazélico do anel pirimidinico.? Mais uma vez, o fato de niio
se observar mudanca no sinal de ressonancia do hidrogénio Hs indica que ndo ¢ o que estad
ocorrendo.

A tiamina também se mostrou sensivel a hidrélise em meio alcalino, de acordo com o

esquema da FIGURA 36.%
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FIGURA 36 - ESQUEMA DA REACAO DE HIDROLISE BASICA DA TIAMINA.

T b”ﬁ*x

FONTE: O autor (2024).

A degradagio foi observada por mudangas no espectro de RMN de 'H. Cabe ressaltar
que nao houve um aumento gradativo da degradacdo com o passar do tempo, ou seja, o
espectro obtido ap6s 1 hora de degradacao foi equivalente ao obtido apds 17 horas, indicando
que a reacao ocorre rapidamente.

De maneira geral, ndo foi observado o aparecimento de sinais de baixa intensidade,
mas sim uma alteracdo nos de deslocamentos quimicos dos sinais, apontando que a
degradacgdo segue uma rota fixa, sem subprodutos ou caminhos distintos. O espectro de RMN
de 'H da tiamina exposta a degradagio basica é mostrado na FIGURA 37, juntamente com
um espectro sem a reacao de degradacao.

O sinal referente ao Hii, que nestas condi¢gdes apresentava deslocamento quimico de
ou 9,57, ndo foi observado no espectro, o que era esperado mesmo sem degradagdo devido a
sua acidez, conforme exposto anteriormente. O surgimento de um sinal de ressonancia em on
8,03 corrobora a rota de degradacdo apresentada no esquema da FIGURA 36, indicando o
fechamento de um novo ciclo de seis membros nesta posi¢do, acarretando na perda de

aromaticidade de H7.
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FIGURA 37 - ESPECTRO DE RMN DE 1H DA TIAMINA EM SOLUCAO TAMPAO (A) E FRENTE A
HIDROLISE BASICA POR 1 HORA (B) (80 MHZ).

~

o
Ll

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
FONTE: O autor (2024).

Ambos os tripletos visualizados no espectro, referentes a ressonancia dos hidrogénios
Hio e Hi1, apresentaram deslocamento para mais baixo campo, resultante da abertura do anel
tiazolico, sendo notado com maior intensidade para Hio, que estd mais proximo da ligagao
rompida. O mesmo padrdo de deslocamento quimico foi observado para os hidrogénios He e
Hi,, pertencentes aos grupamentos metila, sendo mais acentuado para o Hiz, originalmente
ligado ao anel tiazdlico.

Além destes deslocamentos quimicos, observou-se a duplicagdo de alguns dos sinais
de ressonancia. Junto ao sinal em dy 8,03, se tem um simpleto de menor intensidade em dn
8,00, da mesma forma para o simpleto em ou 1,65, observou-se outro sinal de menor
intensidade em don 1,53. Uma possivel explicacdo para este fato ¢ a existéncia de duas
estruturas de ressonancia distintas no meio.

O sinal de ressonancia do hidrogénio Hs ¢ essencial para confirmar a rota de
degradacao proposta, bem como determinar a estrutura do produto formado. Observou-se o
desaparecimento do simpleto em on 5,48, indicando alteracdes estruturais significantes,
porém nenhum sinal de ressonancia novo foi observado no espectro. Contudo, ao realizar a
analise em alta resolugdo, foi possivel observar os sinais esperados. Os hidrogénios Hs e Hs:
ndo sdo mais magneticamente equivalentes, acoplando entre si com uma constante de

acoplamento (>J) de 14,4 Hz, caracteristico de hidrogénios geminais.?’ Em baixa resolucdo, a
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sobreposi¢cdo com o sinal do solvente impediu a visualizagdo destes. Um comparativo entre os

espectros obtidos em diferentes campos magnéticos esta exposto na FIGURA 38.

FIGURA 38 - AMPLIACAO DA REGIAQ DE 84 4,00-5,50 DOS ESPECTROS DE RMN DE 'H DA
TIAMINA FRENTE A HIDROLISE BASICA POR 1 HORA EM 80 MHZ (A) E 400 MHZ (B).

FONTE: O autor (2024).

Deste modo, a RMN de baixa resolu¢ao apresentou limitagdes obvias, que fizeram
com que os resultados ndo fossem comparaveis aos obtidos através de um espectrometro de
alta resolugdo. A baixa sensibilidade impossibilitou a realiza¢do de experimentos sobre o
ntcleo de *C, bem como as anélises bidimensionais, e a menor resolugdo atrapalhou a
interpretacdo de espectros de RMN de 'H. Todavia, este equipamento se mostrou uma
ferramenta til e com varias possibilidades de aplicagdo, permitindo a identificacdo de
produtos e a proposi¢do de rotas de degradacgdo, por exemplo. Apesar dos entraves, diversos
resultados relevantes foram obtidos e, considerando a diferenca de custo financeiro e
operacional entre as duas categorias de espectrometros, os espectrometros de RMN de

bancada se mostram como ferramentas de destaque.
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5 CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSAO

A espectroscopia por RMN ja se provou como uma das técnicas analiticas mais
poderosas da atualidade, superando outros métodos por diferentes fatores. Esta é capaz de
gerar um grande nimero de informacdes rapida e nao-destrutiva, além de nao requerer
extensivo preparo amostral.

Entretanto, o alto custo para adquirir ¢ manter um espectrometro de RMN limita a
sua aplicacdo em diversas areas, principalmente em cenarios industriais, se limitando a
laboratorios de pesquisa especializados. Os espectrometros de RMN de baixa resolucao foram
desenvolvidos como uma alternativa vidvel para a difusdo da técnica a novos ares, sendo
compactos, menos custosos, € de facil operagdo. Apresentam, porém, certas limitacdes
intrinsecas que fazem com que sua aplicagdo precise ser cuidadosamente estudada.

No presente trabalho, foi avaliado a aplicabilidade de espectrometros de RMN de
bancada em diferentes processos que fazem parte do controle de qualidade de medicamentos.
Cabe mencionar que as conclusdes obtidas nesta pesquisa podem ser extrapoladas para outros
ambitos semelhantes.

Nesse sentido, comprovou-se a aplicabilidade destes equipamentos na identificagdo
de insumos, com resultados similares aos obtidos através da RMN de alta resolugdo, mas com
a vantagem de nao ter a necessidade de utilizar solventes deuterados, os quais apresentam alto
valor comercial. Ainda, evidenciou-se a potencialidade no desenvolvimento de analises
quantitativas de maneira simples e rapida, através da aplicacio do método ERETIC2, sem
necessitar etapas de preparo de amostra e utilizacdo de substancias de referéncia custosas.
Foram obtidos resultados extremamente precisos de uma maneira robusta, com alta
repetibilidade e reprodutibilidade. Ademais, demonstrou-se a capacidade destes equipamentos
de serem utilizados na identificagdo de produtos de degradagdo, permitindo a obtencdo de
informagdes para se propor ou recusar possiveis rota de degradagdo, além de demonstrar a
possibilidade de sua aplicacdo na area de sintese organica.

Deste modo, mostrou-se que a ferramenta ¢ extremamente promissora na proposta
desenvolvida neste estudo, podendo ser utilizada para substituir diferentes metodologias
analiticas que sao atualmente empregadas de maneira individual ou em conjunto, em fungao
do poderio da RMN e o menor custo e necessidade de infraestrutura dos espectrometros.

Neste sentido, ficou comprovado, pelas analises desenvolvidas, que as limitagdes

oriundas do menor campo magnético dos espectrometros de baixa resolugdo, embora
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existentes, nao sdo impactantes no que concerne a proposta desta pesquisa, € que de maneira

alguma inutilizam o uso destes equipamentos para as mais variadas aplicagdes.
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