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RESUMO

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma condi¢do neurodegenerativa progressiva que afeta
milhdes de pessoas em todo o mundo, sendo a principal causa de deméncia. O farmaco
donepezila, um inibidor seletivo da acetilcolinesterase, & amplamente utilizado no tratamento
da DA por aumentar os niveis de acetilcolina no cérebro e melhorar a funcdo cognitiva dos
pacientes. A andlise da qualidade de medicamentos é essencial para garantir sua eficacia
terapéutica, exigindo métodos analiticos confiaveis e reprodutiveis. Neste contexto, a técnica
de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) se destaca como uma ferramenta poderosa para a
caracterizacdo estrutural e quantificacdo de farmacos. Este estudo tem como objetivo avaliar a
qualidade da donepezila disponivel comercialmente por meio da RMN, identificando a
presenca do principio ativo e possiveis impurezas, alem de desenvolver um método de
quantificacdo que elimine a necessidade de materiais de referéncia certificados. Entre os
solventes avaliados, MeOD e D20 demonstraram capacidade de liberacdo de donepezila da
matriz medicamentosa compativel com a aquisicdo de espectros adequados de RMN de 'H.
Contudo, apenas D20 solubilizou adequadamente para analises quantitativas. Utilizando RMN
600 MHz e método PULCON com padrédo externo, obteve-se teor médio de donepezila de 4,60
*+ 0,51 mg/comprimido, valor estatisticamente concordante com a dosagem declarada (4,56
mg; erro relativo de 3,5%). Em contraste, ensaios com RMN 60 MHz (método de padrdo
interno) resultaram em 6,16 + 0,90 mg/comprimido (erro relativo de 35%). Os dados do RMN
600 MHz validam a robustez metodoldgica para quantificacdo, embora discrepancias pontuais
demandem ampliacdo de réplicas. Para 0 RMN 60 MHz, otimizagBes experimentais sdo

necessarias para viabilizar aplicagdo quantitativa confiavel.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer, donepezila, acetilcolinesterase, Ressonancia

Magnética Nuclear, quantitativo, controle de qualidade, quimica verde.



ABSTRACT

Alzheimer’s disease (AD) is a progressive neurodegenerative condition affecting
millions worldwide, being the leading cause of dementia. The drug donepezil, a selective
acetylcholinesterase inhibitor, is widely used in AD treatment as it increases acetylcholine
leveis in the brain and improves patients' cognitive function. Drug quality analysis is essential
to ensure therapeutic efficacy, requiring reliable and reproducible analytical methods. In this
context, Nuclear Magnetic Resonance (NMR) stands out as a powerful tool for drug
quantification and structural characterization. This study aims to evaluate the quality of
commercially available donepezil using NMR, identifying the presence of the active ingredient
and possible impurities, as well as developing a quantification method that eliminates the need
for certified reference materiais. The expected results include the validation of NMR as an
effective method for donepezil quality control, providing a efficient approach to
pharmaceutical analysis. Among the evaluated solvents, MeOD and D20 demonstrated
capacity of releasing donepezil from the drug matrix compatible with ‘H NMR spectra
acquisition. However, only D20 provided adequate solubility for quantitative analyses. Using
600 MHz NMR and the PULCON method with an externai standard, a mean donepezil content
of4.60 £ 0.51 mg/tablet was obtained, statistically concordant with the declared dosage (4.56
mg; relative error of 3.5%). In contrast, assays with 60 MHz NMR (internai standard method)
yielded 6.16 £ 0.90 mg/tablet (relative error of 35%). The 600 MHz NMR data validate the
methodological robustness for quantification, although sporadic discrepancies require
increased replicates. For 60 MHz NMR, experimental optimizations are necessary to enable

reliable quantitative application.

Keywords: Alzheimer’s disease, donepezil, acetylcholinesterase, Nuclear Magnetic
Resonance, quantitative, quality control, green chemistry.



1. INTRODUCAO

A Doenca de Alzheimer é uma condi¢do neurodegenerativa progressiva que comeca
com sintomas leves, como comprometimento de memoria, e evolui ao longo de alguns anos
(WHO, 2023). Foi estimado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) que o Alzheimer seja
responsavel por 60-70% dos casos diagnosticados de deméncia em todo o mundo, tomando-se
aprincipal causa dessa condi¢do (WHO, 2023). A expectativa de vida apds o diagnéstico varia
significativamente, de alguns meses a varios anos, sendo a capacidade cognitiva global um dos
principais indicadores prognosticos (SCHAFFERT et al., 2022).

A hipdtese sobre o mecanismo da doenca mais antiga € a hipotese colinérgica, onde se
acredita que a reducdo dos niveis do neurotransmissor acetilcolina cause a doen¢a. A maioria
dos tratamentos farmacéuticos se baseia nessa hipdtese (BREIJYEH, KARAMAN, 2020).
Porém, de acordo com o NHS (2025), a hipdtese mais aceita atualmente sugere que a doenca
de Alzheimer é causada pelo acimulo extracelular de peptideos beta-amiloides em forma de
placas amiloides, bem como pela agregacao intracelular de proteinas tau hiperfosforiladas
(Figura 1). Esses eventos prejudicam a conectividade neuronal, levando a disfuncdo sinaptica

e morte neuronal.

FIGURA 1 - Comparacdo entre neurénio saudavel e com acimulo de placas AO e proteinas

céMas saudaveis



Fonte: FREDENBURG (2008)

Atualmente, existem duas classes principais de medicamentos utilizadas no tratamento
da Doenca de Alzheimer: os inibidores da acetilcolinesterase (tacrina, rivastigmina e
donepezila) e a memantina um antagonista do receptor iV-metil-D-aspartato (NMDA). Os
inibidores da acetilcolinesterase sdo indicados principalmente para os estagios iniciais da
doenca, enquanto a memantina é utilizada predominantemente em estagios moderados a graves
devido a sua capacidade de modular a excitotoxicidade causada pelo excesso de glutamato
devido a atividade desregulada do NMDA (WELLER, BUDSON, 2018). Recentemente, foi
aprovado para uso o medicamento donanemabe, um anticorpo monoclonal humanizado que se
liga especificamente a placas de beta-amiloide (AQ) agregadas no cérebro. Estudos clinicos
demonstraram que, em pacientes com doenca de Alzheimer em estagio inicial, o farmaco
promoveu uma reducdo de 32% no declinio cognitivo e funcional ap6s 76 semanas de
tratamento, comparado ao placebo. Seu mecanismo de acdo envolve a remoc¢do das placas
amiloides, mas seu efeito sobre os emaranhados neurofibrilares de proteina tau ainda esta em
investigacdo. (SIMS et al., 2023)

O controle de qualidade de medicamentos € um aspecto crucial para garantir a
seguranca e a eficacia dos tratamentos oferecidos a populacdo. Ele assegura que cada produto
farmacéutico atenda aos padrdes estabelecidos de pureza, concentracdo e estabilidade,
prevenindo problemas de saude decorrentes de desvios nesses pardmetros. Para isso, 0S
fabricantes seguem rigorosamente as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), um conjunto de
normas que regulamentam desde a escolha de matérias-primas até o processo de producéo e
embalagem. Este processo € auditado por orgéos reguladores, como a Anvisa, que fiscalizam
0 cumprimento das normas e asseguram a confiabilidade dos medicamentos disponibilizados
no mercado (ANVISA, 2019). Dessa forma, o controle de qualidade néo apenas reduz os riscos
associados a produtos contaminados ou com concentragdo inadequada, mas também fortalece

a confianca dos consumidores e profissionais de salde no sistema.

Com base nesses aspectos, este trabalho tem como objetivo principal avaliar a qualidade
do medicamento donepezila disponivel comercialmente. Para isso, pretende-se identificar os
sinais caracteristicos do principio ativo, bem como aplicar um método de quantificagdo por
RMN que utilize referéncia externa e interna, eliminando, assim, a necessidade de materiais de

referéncia certificados.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. ADOENCA DE ALZHEIMER

A Doenca de Alzheimer é uma encefalopatia neurodegenerativa progressiva
caracterizada pelo acumulo de placas de P-amiloide e emaranhados neurofibrilares de tau
hiperfosforilada, resultando em disfuncdo sinaptica e morte neuronal (WHO, 2023). O
progndstico varia substancialmente, com sobrevida pds-diagnéstico oscilando entre poucos
meses e mais de uma década, sendo a reserva cognitiva e a progressao neuropatoldgica fatores

determinantes para a evolucédo clinica (SCHAFFERT et al., 2022).

A progressao da Doenca de Alzheimer é geralmente dividida em trés estagios clinicos:
leve, moderado e avangado. Os sintomas, que tendem a piorar com o tempo, incluem
inicialmente comprometimento da memdéria de curto prazo, manifestado pelo esquecimento
freqliente de eventos recentes ou objetos pessoais. Outros sinais incluem desorientacao espacial
e temporal, como dificuldade em localizar objetos ou em retomar para casa ap0s sair; surgem
confusdo em situagcdes familiares, dificuldade para resolver problemas ou tomar decisoes,
comprometimento na compreensao de conversas ou na escolha de palavras apropriadas, além
de dificuldade em realizar tarefas cotidianas. Erros no julgamento espacial, como calcular
distancias entre objetos, também s&o comuns. E importante destacar que os sintomas variam

entre os individuos e sua progressao depende de multiplos fatores (SCHAFFERT et al., 2022).

O tratamento da Doenca de Alzheimer é multidisciplinar e tem como objetivo retardar
a progressdo da doenca, aliviar sintomas e melhorar a qualidade de vida do paciente.
Atualmente, ndo ha cura, mas algumas abordagens terapéuticas podem minimizar os déficits

cognitivos e otimizar a funcionalidade do individuo.

No aspecto farmacoldgico, os inibidores da acetilcolinesterase, como donepezila,
rivastigmina e galantamina, sdo indicados para casos leves a moderados, pois aumentam 0s
niveis de acetilcolina no cérebro, vim neurotransmissor essencial para a memoria e cognicao.
Para casos moderados a graves, pode-se utilizar a memantina, um antagonista do receptor
NMDA que regula a atividade do glutamato e protege os neurdnios contra neurotoxicidade.
Além disso, novas terapias bioldgicas, como os anticorpos monoclonais (donanemabe), foram
desenvolvidas para remover as placas de P-amiloide, mas seu uso ainda é restrito e sujeito a

debate devido a eficécia limitada e aos efeitos adversos (SIMS, et al., 2023) O tratamento



também pode incluir medicamentos sintomaticos, como antidepressivos, antipsicoticos atipicos
e hipnoticos para manejar sintomas neuropsiquiatricos, como agitacdo, depressdo e disturbios
do sono (WELLER; BUDSON, 2018).

FIGURA 2 - Estrutura quimica da rivastgmina.
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FIGURA 3 - Estrutura quimica da galantamina.
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FIGURA 4 - Estrutura quimica da memantina.

Fonte: (“FilezMemantine structure.svg - Wikimedia Commons”, 2016)

2.2. 0 FARMACO DONEPEZILA

A donepezila é um farmaco amplamente utilizado no tratamento da Doenca de
Alzheimer, apresentada na Figura 2, que consiste em um ntcleo de benzilpiperidina ligado a
um grupo dimetoxi-indanona através de uma ponte metileno (PATEL et al.,, 2024). Essa
estrutura permite que a donepezila atue como uma inibidora seletiva da acetilcolinesterase
(AChE), enzima responsavel pela degradacdo da acetilcolina, um neurotransmissor essencial
para amemoria e a cognigdo. Ao inibira AChE, a donepezila aumenta os niveis de acetilcolina
no cérebro, melhorando a comunicagdo neuronal e a funcdo cognitiva em pacientes com DA
(DOODY et al., 2012; HAMPEL et al., 2018).



FIGURA 5 - Estrutura quimica da donepezila com indicac¢do do centro quiral.

Além de sua acdo priméaria como inibidora da AChE, estudos sugerem que a donepezila
também pode interagir com outras vias patoldgicas da Doenga de Alzheimer, como tratamento
da agregacdo de peptideos beta-amiloides e a fosforilagdo da proteina tau, embora esses efeitos
ainda estejam sob investigacdo (NAN et al., 2016; YERDELEN et al., 2015).

A sintese da donepezila, demonstrada na Figura 3, envolve uma condensacao aldélica
de 5,6-dimet6xi-I-indanona e I-benzil-4-piperidinacarboxaldeido, resultando no intermediario
de arilideno-2-indanona, seguida de reducdo catalitica, com um rendimento total de 27%
(SUGIMOTO et al.,, 1995). Métodos sintéticos tém explorado abordagens ecoldgicas e
escalaveis, como a utilizacdo de catalisadores de paladio e condi¢des de reacdo menos toxicas,
visando otimizar a produgdo do farmaco (ELETI et al., 2006; RAO et al., 2007). A sintese
industrial da donepezila tem sido aprimorada para reduzir custos e aumentar a eficiéncia, com
métodos que eliminam a necessidade de reagentes caros e perigosos, como o iV-butillitio, o

substituindo por bases mais acessiveis, como carbonatos alcalinos (RAWAT et al., 2013).

FIGURA 6 - Sintese do farmaco donepezila. [5,6-dimetéxi-l-indanona (1), I-benzil-4-

piperidinacarboxaldeido (Il), arilideno-2-indanona (I11)].
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Fonte: MELVIN, A (2013)

O farmaco é administrado como um racemato e tem sido objeto de diversas
modifica¢des estruturais para melhorar sua seletividade e eficicia (SUGIMOTO et al., 1990;
SUGIMOTO et al.,, 1992). Derivados e hibridos da donepezila (Figura 4), como aqueles
combinados com &cido ferulico e tacrina, tém sido sintetizados para explorar atividades
multifuncionais, incluindo propriedades antioxidantes e inibigdo de outras enzimas envolvidas
na Doenga de Alzheimer (BENCHEKROUN et al., 2015; ALONSO et al., 2005).

FIGURA 7 - Sintese de hibrido donepezila acido ferdlico.

Fonte: BENCHEKROUN et al., (2015)

A estrutura quimica da donepezila, seu mecanismo de agéo, sintese e formulagdo séo
aspectos fundamentais para o desenvolvimento de terapias mais eficazes para a Doenca de
Alzheimer. A compreensdo desses elementos permite a criacdo de novos derivados e hibridos
com potencial para abordar multiplos aspectos da patologia da Doenca de Alzheimer,
oferecendo esperanca para tratamentos mais abrangentes e eficientes (CAVALLI et al., 2008;
WANG et al., 2016).



2.3. CONTROLE DE QUALIDADE DE MEDICAMENTOS

O controle de qualidade de medicamentos é realizado por meio de andlises fisicas,
quimicas e bioldgicas, seguindo diretrizes estabelecidas por farmacopeias internacionais, como
a Farmacopeia Européia, a Farmacopeia dos Estados Unidos e a Farmacopeia Japonesa. Essas
diretrizes incluem métodos padronizados para a identificacdo, pureza, dosagem e estabilidade
dos farmacos (EUROPEAN PHARMACOPOEIA Ph. Eur., 2014; THE UNITED STATES
PHARMACOPEIA USP, 2014; THE JAPANESE PHARMACOPOEIA JP, 2011).

As principais técnicas utilizadas no controle de qualidade de medicamentos incluem os
métodos classicos, como as reacfes de cor e precipitacao, que sdo utilizadas para a identificacédo
de ions e grupos funcionais. Exemplos incluem o teste com cloreto de bario para identificar a
presenca de ions sulfato ou a identificagdo de ions cloretos com nitrato de prata (EUROPEAN
PHARMACOPOEIA Ph. Eur., 2014; THE UNITED STATES PHARMACOPEIA USP,
2014). Outras técnicas incluem métodos fisicos de medicdo do ponto de fusdo para confirmar
pureza e rotacdo Optica para confirmar pureza e a identidade e de compostos (THE JAPANESE
PHARMACOPOEIA JP, 2011; THE UNITED STATES PHARMACOPEIA USP., 2014).

Dentre os meétodos espectroscopicos, destaca-se a espectroscopia no infravermelho
(IR), que é um dos métodos mais utilizados para a identificagdo de farmacos, comparando o
espectro da amostra com um padrdo de referéncia (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2014;
THE JAPANESE PHARMACOPOEIA JP, 2011). A espectroscopia ultravioleta (UV) € outra
técnica comum, empregada tanto na analise quantitativa quanto qualitativa (EUROPEAN
PHARMACOPOEIA Ph. Eur., 2014). A ressonancia magnética nuclear (RMN) é usada para a
elucidacdo estrutural de moléculas complexas, incluindo proteinas e peptideos (GOROG,
2008).

A cromatografia, que inclui diversas variantes como a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia gasosa (CG), é
amplamente utilizada no controle de qualidade para analise de pureza e identificacdo de
impurezas. A CLAE, por exemplo, é usada com base no tempo de retencdo para analisar a
pureza de substancias (GOROG, 2012). A CCD, por ser um método simples, é eficaz na
identificacio de impurezas, comparando valores de tempo de retencdo (GOROG, 2012). Ja a
cromatografia gasosa € empregada para compostos volateis e pouco polares (EUROPEAN
PHARMACOPOEIA Ph. Eur., 2014).
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O controle de qualidade é essencial para garantir a seguranca do paciente, evitando a

presenca de impurezas toxicas ou que degradam o medicamento causando efeitos adversos.
Também assegura a eficacia do medicamento, verificando se a dosagem e a forma farmacéutica
estdo corretas, e cumpre as regulamentac6es de érgdos como a FDA e a ANVISA. Além disso,
é importante para manter a reputacdo da industria farmacéutica, uma vez que produtos de alta
qualidade reforgam a confianga do consumidor e evitam recolhimento (retirada do mercado)
de medicamentos (EUROPEAN PHARMACOPOEIA Ph. Eu., 2014; THE UNITED STATES
PHARMACOPEIA USP, 2014; GOROG, 2012).

Os principais parametros analisados no controle de qualidade incluem a identificacéo
do farmaco, para confirmacdo da estrutura quimica e pureza, o teor do principio ativo, para
quantificacdo da quantidade de farmaco presente, e as impurezas, que envolvem a identificacao
e quantificacdo de subprodutos e contaminantes. Além disso, a estabilidade do farmaco €
avaliada sob diferentes condicdes, como temperatura, umidade e luz, e a uniformidade de
dosagem ¢é verificada para garantir a consisténcia na distribuicdo do principio ativo
(EUROPEAN PHARMACOPOEIA Ph. Eur., 2014; THE UNITED STATES
PHARMACOPEIA USP, 2014).

2.4. ARMN NO CONTROLE DE QUALIDADE DE MEDICAMENTOS

A RMN apresenta-se como uma técnica especialmente promissora para aplicacdes
farmacéuticas. Medicamentos falsificados ou de qualidade inferior podem comprometer o
tratamento de doencas e, em casos extremos, colocar a satde dos pacientes em risco. Diante da
ampla diversidade de farmacos disponiveis, das impurezas associadas e do surgimento
constante de novas substancias, a aquisicdo de materiais de referéncia certificados pode ser
inviavel, pela indisponibilidade de padrdes adequados.

Nesse cenario, a RMN emerge como uma solucdo eficiente para laboratorios
farmacéuticos, permitindo superar as dificuldades inerentes a analise de medicamentos. Suas
aplicacdes incluem a identificacdo de principios ativos, a determinacdo da composicdo de
medicamentos multicomponentes, a avaliacdo de solventes residuais, a analise da composicéo
isomérica (incluindo proporcdo de diasteroisdmeros e excesso enantiomeérico com 0 uso de
aditivos quirais), a quantificacdo de proporgdes molares entre medicamentos basicos
(protonados) e acidos organicos (desprotonados) em sais, além da analise do tempo de
degradacdo ou decomposicdo de medicamentos, entre outras possibilidades (KEIZERS et al.,
2020; MALZ; JANCKE, 2005).



A espectroscopia de RMN é uma tecnica amplamente utilizada para analise
quantitativa, conhecida como RMNQq, que se baseia na proporcionalidade direta entre a
intensidade do sinal (I) e o namero de nucleos (N) ressonantes na amostra. A equagdo que

descreve essa relacéo é dada por
| =Ks-N (J)

Onde Ks representauma constante dependente de variaveis como anatureza da amostra,

0 campo magnético, a sequéncia de pulsos e a temperatura.

A precisdo dessa analise exige a otimizacdo desses parametros para assegurar que todos

0s nucleos experimentem o mesmo nivel de magnetizacdo (HOLZGRABE, 2010).

Na RMN(q, trés principais metodos sdo empregados. O primeiro, denominado Método
de Razdo Molar Relativa, calcula a razdo entre os moles de dois componentes, X e y, com base
na intensidade dos sinais e no namero de nucleos, conforme a equacao:

ny _ lix Ny~#,
nx ly Nx''

O segundo meétodo é o Absoluto, que oferece duas abordagens: a primeira, chamada
Meétodo 100%, mede todas as impurezas e calcula o analito como a diferenca em relacéo a
100% das impurezas, enquanto a segunda, o uso de Padréo Interno, calcula a pureza do analito

utilizando um padréo interno, sendo calculada pela equacéo

Ix Nstd Mstd Wstd

Px = Istd ~ Nx  Mx  Wx Pstd (3)

Onde Ix e Istd séo as areas dos sinais do analito e do padrdo interno, Nx e Nstd sdo o
numero de prétons equivalentes, Mx e Mstd sdo os pesos moleculares, e Wx e Wstd
representam as massas da amostra e do padrédo, respectivamente (HOLZGRABE; MALET-
MARTINO, 2011). Nesse caso, a escolha do padréo interno é crucial para a precisdo da técnica.
Este deve ser quimicamente inerte, apresentar um sinal Unico, ser solivel em solventes
deuterados e ter pureza certificada. Exemplos comuns incluem 1,3,5-trimetoxibenzeno e
dimetil sulfona devido a sua estabilidade e facilidade de deteccdo nos espectros de RMN
(HATZAKIS, 2019).
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O terceiro, método PULCON, que sera posto em pratica durante este estudo, pode ser
utilizado com uma referéncia externa, correlacionando as intensidades de dois espectros,

utilizando a seguinte equacéo
Bx = k +Bstd-o Tt e

Onde C (x da amostra e std do padrdo) é a concentragdo em mol/L; k é um fator de
correcdo relacionado ao aparelho; | é a intensidade do sinal no espectro (integral); T € a
temperatura (K); 0 0o valor do pulso de 90°; n o numero de transientes (scans). (BENEDITO,
2018)

A integracdo precisa dos sinais € essencial para a quantificacdo. A area do sinal deve
ser calculada sobre uma faixa de frequéncia que cubra 99% da intensidade. Os parametros de
aquisicdo e processamento, como shimming, angulo de pulso e tempo de relaxacdo, sdo
ajustados para garantir resultados precisos e reprodutiveis (WEBSTER & KUMAR, 2014).
Além disso, a sensibilidade da RMNq depende de diversos fatores, incluindo o campo
magnético do espectrometro e a relagdo sinal-ruido, a qual pode ser otimizada com o uso de
ajustes adequados no solvente, pH, temperatura e compostos que causam deslocamento
quimico devido as interacbes com o analito (SINGH; ROY, 2016; MICHALEAS;
ANTONIADOU-VYZA, 2006; ZHENG; PRICE, 2010).

A RMNq é amplamente reconhecida em farmacopéias internacionais como USP, BP e
EP, sendo utilizada para a identificacdo qualitativa, avaliacdo de pureza, composicao de
polimeros e analise de impurezas em farmacos (THE UNITED STATES PHARMACOPEIA,
2012). Este metodo, por sua flexibilidade e precisdo, continua a ser um dos mais importantes
para analises quantitativas e qualitativas em diversos campos cientificos. Comparado a outras
técnicas analiticas, a RMNq se destaca pela sua seletividade, pois é capaz de identificar analitos
mesmo na presenca de impurezas, capaz de detectar concentracBes de 5 p.M de acordo com
ZHANG et al. (2023), com menor geragdo de residuos em comparagdo a HPLC pois se utiliza
de apenas uma quantidade minima de solvente (PEEZ et al., 2019; CICEK et al., 2021;
KEMPRALI et al., 2020; HUSSAIN et al., 2020).

A principal vantagem da utilizacdo de técnicas de RMNq para o controle de qualidade
de medicamentos, reside no fato de que, ao contrario de outras técnicas empregadas na
quantificacdo de compostos organicos, como Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria

de Massas (CG-EM), Cromatografia Gasosa acoplada a Detector por lonizagdo de Chamas



(CG-DIC) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a espectrofotdmetro de
Ultravioleta/Visivel (CLAE-UV/VIS), a RMNq dispensa a necessidade de materiais de
referéncia que contenham o analito de interesse. Isso ocorre porque o grupo funcional
observado, como o nucleo de um atomo de hidrogénio ndo labil, possui um coeficiente de
resposta molar igual a 1, independentemente do composto analisado (HAYS, 2005). Assim, a
correlacdo entre o sinal analitico e a concentragdo do analito pode ser realizada facilmente
utilizando a area do sinal da amostra e um padrdo interno (KELMAN; WRIGHT, 2012), um
padrdo externo (BURTON; QUILLIAM; WALTER, 2005) ou um sinal de referéncia sintético
gerado eletronicamente (AKOKA; BARANTIN; TRIERWEILER, 1999), desde que o numero
de protons correspondente aquela area seja conhecido. Como a quantidade absoluta de
substancias pode ser determinada utilizando padrbes simples, a RMNqg é considerada um
método primario de medi¢do de proporcao, assim como a coulometria, a gravimetria e a
titulometria (MALZ; JANCKE, 2005).

Para que as anélises de RMNq fornecam dados quantitativos precisos, € indispensavel
assegurar que os espectros sejam adquiridos com a completa relaxacdo dos spins entre os
pulsos. Isso exige um intervalo entre as varreduras de, no minimo, cinco vezes o valor de Tl
(tempo de relaxacdo longitudinal) do nacleo mais lento a ser quantificado. O descumprimento
dessa exigéncia pode comprometer a proporcionalidade entre a area do sinal e a concentragdo
do analito. Além disso, é fundamental considerar outros fatores criticos, como realizar a
atribuicdo dos sinais aos seus determinados referentes no composto para garantir que o sinal
utilizado para quantificacdo ndo esteja sobreposto ao de outros componentes da amostra, obter
espectros com uma relacdo sinal/ruido adequada, assegurar a simetria e a fase correta do sinal
e evitar o ganho de sinal induzido pelo efeito Overhauser nuclear (NOE, do inglés nuclear
Overhauser effect) (HOLZGRABE, 2010).

A aplicacdo da RMNq na analise de farmacos tem se mostrado altamente eficaz. A
técnica tem sido utilizada na quantificacdo de microplasticos, no controle de qualidade de
compostos naturais como Siraitia grosvenorii e na avaliacdo da autenticidade de medicamentos
multicomponentes (PEEZ et al., 2019; CICEK et al., 2021). Além disso, sua aplicabilidade na
deteccdo de drogas ilicitas foi demonstrada em estudos que analisaram a quantificagéo do 3,4-
metilenodioximetanfetamina (MDMA) em comprimidos de ecstasy apreendidos, sem a
necessidade de padrdes internos (HUSSAIN et al., 2020). Foi demonstrado pelo nosso grupo a
robustez do RMNq na andlise da pureza de varias substancias psicoativas, apresentando alta
precisdo (RSD < 2,67%), baixa incerteza (< 0,44%, k=2) e limites de detecc¢do/quantificacdo
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adequados (LOD < 0,8%, LOQ < 2%), validados por compara¢do com dados do exercicio
colaborativo ICE/UNODC (R2= 0,9968) (SERRANO et al., 2020).

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL
O presente trabalho de conclusdo de curso tem como objetivo principal aplicar uma
metodologia analitica para quantificar o principio ativo 2-[(l-benzil-4-piperidil)metil]-5,6-

dimetoxi-2,3-di-hidroinden-1-ona em formula¢des de Donila por RMN.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Testar a libera¢do do farmaco donepezila nos solventes D20, MeOD e CDCb;
» Definir os parametros de aquisi¢do e processamento ideais dos espectros;

» Confirmar por meio da técnica de RMN a presenca de 2-[(I-benzil-4-piperidil)metil]-

5,6-dimetoxi-2,3-di-hidroinden-l-ona em farmacos encontrados no comércio local.

* Quantificar por meio datécnica de RMNq de 'H (600 MHZz) usando o método PULCON
(padrdo externo) o principio ativo donepezila em farmaco encontrados no comércio
local.

* Quantificar por meio da técnica de RMNq de 'H (60 MHz, RMN de bancada) usando
0 método de paddo interno o principio ativo do DNP em farmaco encontrados no

comércio local.

4. MATERIAIS E METODOS

O medicamento utilizado para os experimentos foi da marca Donila, contendo 4,56 mg de

donepezila, equivalentes a 5 mg de cloridrato de donepezila.

Os espectros foram obtidos por meio do espectrémetro de Ressonancia Magnética
Nuclear Bruker Avance Il HD operando em campo magnético de 14 T e a frequéncia de 'H
de 600 MHz e equipado com sonda do tipo Broadband Observe (BBFO) 5 mm e no
equipamento de Ressonancia Magnética Nuclear de bancada X-Pulse Broadband 60MHz

Analyzer da marca Oxford operando a 1,4 T e a frequéncia de 60 MHz com sonda Broadband



5 mm, ambos localizado na Central Analitica do Instituto de Quimica da Universidade de
Brasilia.
4.1. PREPARO DE AMOSTRA

4.1.1. Agua Deuterada (D20)

Quatro comprimidos foram individualmente pesados em balanca analitica para
determinacdo da massa média. Em seguida, os comprimidos foram triturados em almofariz até
obtencdo de p6 homogéneo. Uma aliquota correspondente a massa média de um comprimido
foi pesada em balanca analitica Shimadzu AUX320 (+0,1 mg) e transferida para um tubo
Eppendorf de 1,5 mL. Adicionou-se 770 pL de &gua deuterada (D20) ao tubo, seguido de
agitacdo para homogeneizacgdo inical. A mistura foi submetida ao ultrassom QUIMIS 40 kHz
por 15 minutos para completa dissolucédo e posteriormente centrifugada em centrifuga KASVI
K14-1215P a forca centrifuga relativa (RCF) de 770 por 10 minutos. O sobrenadante foi
transferido paraum tubo de RMN de 5 mm para analise espectroscdpicano RMN de 600 MHz.

Para as analises quantitativas no 60 MHz, dois comprimidos foram pesados
individualmente na balanca Shimadzu AUX320 (0,1 mg), triturados em conjunto em
almofariz até obtencdo de um pé homogéneo. Separadas duas aliquotas com a massa média
entre os dois comprimidos em eppendorfs de 1,5 mL, a esses adicionados 0,8 mL de D20,
seguido de agitagdo para homogeneizagdo inicial. A mistura foi submetida a ultrassom
QUIMIS 40 kHz por 15 minutos para completa dissolucdo e posteriormente centrifugada em
centrifuga KASVI K14-1215P a RCF de 770 por 10 minutos. Os sobrenadantes foram

separados e posteriormente foi adicionado o padrdo de Acido Maleico.

4.1.2. Cloroférmio Deuterado (CDCI3)
Trés comprimidos foram triturados em almofariz até obtencdo de p6 homogéneo. Uma
aliquota de 14,1 mg do material pulverizado foi pesada em balanga analitica Shimadzu

AUX320 (0,1 mg) e transferida para um tubo Eppendorfde 1,5 mL. Adicionou-se 700 p,L de
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CDCI3, seguido de agitacdo para homogeneizacdo inicial. A mistura foi submetida a ultrassom
QUIMIS 40 kHz por 15 minutos para completa dissolucdo e posteriormente centrifugada em
centrifuga KASVI K14-1215P & forga RCF de 770 por 10 minutos. O sobrenadante foi

transferido para um tubo de RMN de 5 mm para analise espectroscopicano RMN de 600 MHz.

4.1.3. Metanol Deuterado

Trés comprimidos foram triturados em almofariz até obtencédo de p6 homogéneo. Uma
aliquota de 15,6 mg do material pulverizado foi pesada em balanca analitica Shimadzu
AUX320 (0,1 mg) e transferida para um tubo Eppendorfde 1,5 mL. Adicionou-se 700 p.L de
MeOD a massa de solvente adicionada pesada, seguido de agitacdo para homogeneizacao
inicial. A mistura foi submetida a ultrassom QUIMIS 40 kHz por 15 minutos para completa
dissolucdo e posteriormente centrifugada em centrifuga KASVI K14-1215P a RCF de 770 por
10 minutos. O sobrenadante foi transferido para um tubo de RMN de 5 mm para anélise

espectroscopicano RMN de 600 MHz.

4.2. AQUISICAO DOS ESPECTROS DE RMN

Para a atribuicdo correta dos sinais, foram realizados experimentos de RMN 13 e os
bidimensionais HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) e HMBC (Heteronuclear
Mutiple Bond Correlatiori) e COSY (Correlation Spectroscopy).

Para as analises quantitativas, os espectros foram adquiridos com os parametros
descritos na Tabela 1. Esses parametros foram definidos de modo a garantir a obtencdo de um
espectro quantitativo e uma relacdo sinal-ruido acima de 10 para os sinais utilizados na
quantificacdo. Para os dados obtidos no equipamento 600 MHz, as analises quantitativas foram
realizadas utilizando o método PULCON e utilizou-se dimetil sulfona (DMS) como padrdo
externo, com pureza certificada de 99,73%. Para os dados obtidos no equipamento de bancada
60 MHz, as anélises quantitativas foram realizadas utilizando o método de padrdo interno. Para

isso, 0 acido maleico (AM) foi utilizado como padrédo intemo.



Tabela 1- Parametros na aquisi¢ao dos espectros de RMNq de 1H.

A Abreviacdes 600 MHz 600 MHz 60 MHz
Parametro (Brukgr) (MeOD) (D20) (D)
NUmero de pontos TD 65.536 65.536 16.384
Larg;;;e(il:atlr;?nela SW 20 ppm 20 ppm 42 ppm
Centro da Janela 01 293034 Hz  2.817,36 Hz 1.250,0 Hz
Espectral
Tempo de Espera DI 60 s 60 s 45s
Dummy Scans DS 0 0 0
Numero de Scans NS 16 16 16
Ganho do detector RG 203 36 :
Pulso de 90° Pl 12 |xs 12 |is 12 ps
Temperatura TE 298 K 298 K 298 K

Fonte: O Autor

Os espectros foram processados com os softwares TopSpin 4.5.0 e MestreNova 15.1.0.
Ajustes manuais de fase e linha de base foram realizados quando necessario e 0s espectros
foram referenciados em relacéo ao sinal do tetrametilsilano (TMS) em 0 ppm. Os intervalos de

integracdo foram definidos manualmente.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TESTE DE LIBERACAO DO FARMACO DA MATRIX MEDICAMENTOSA
Como descrito anteriormente, todo esse estudo foi realizado utilizado drageas do
farmaco Donila obtido comercialmente. Assim, com o objetivo de determinar o solvente mais
eficiente para a extracdo do principio ativo donepezila e, portanto, para a sua separacdo dos
demais excipientes presentes na formulagdo farmacéutica, foi realizado um ensaio comparativo
empregando os solventes D20, CDCI3 e MeOD. Apds macerar a dragea, adicionar o solvente e
realizar a extracdo com auxilio de sonicador, as amostras foram centrifugadas e 0s espectros

de RMN de IH foram obtidos no equipamento de 600 MHz e estdo apresentados nas Figuras

8- 10.
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FIGURA 8 - Espectro de RMN de H (600 MHz) referente a extragdo do DNP utilizando D20.

\] L I -_Ajvu-

8 6 4 2 [ppm]
Fonte : O Autor.
FIGURA 9 - Espectro de RMN de IU (600 MHz) referente a extracdo do DNP utilizando

CDCI3.

[ppm]

Fonte: O autor.



FIGURA 10 - Espectro de RMN de IH (600 MHz) referente a extracdo do DNP utilizando
MeQOD.

1H gNMR

[Ppm]

Fonte: O autor.

Ao avaliar os resultados obtidos, observa-se que 0s espectros apresentam sinais na
regido entre 7-8 ppm e 6-7 ppm das amostras cuja extragdo foi feita com D20 e MeQOD,
respectivamente. Essa regido € caracteristica de sinais de de anel aromaético, que esta
presente na molécula DNP. Além disso, verificou-se a intensidade significativamente reduzida
no espectro obtido em CDCIs, indicando baixa solubilidade do analito neste solvente. Diante
desse resultado, optou-se por excluir o CDQ? dos estudos subsequentes, procedendo com as

analises comparativas apenas em D20 e MeOD.

FIGURA 11 - Estrutura 3D (esferas de van der Waals) da donepezila.
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Fonte: O autor.

A polaridade pronunciada da molécula, decorrente da presenca de trés atomos de oxigénio e
evidenciada pela distribuicdo assimétrica de carga na regido esquerda (FIGURA 11), impede a
liberacdo do farmaco em solventes estritamente apolares. O cloroférmio, embora apresente
momento dipolar moderado (Ju~ 3.84* 10" C.m) disponibilizado pela PUBCHEM (2025), néo
possui polaridade suficiente para promover a dissolugdo efetiva do composto. J& a reduzida
capacidade de dissolu¢cdo observada para o composto em metanol em comparagdo com a agua,
apesar da polaridade deste solvente, advém justamente do fato de existirem 3 oxigénios
disponiveis na molécula para formacdo de ligagdes de hidrogénio. Devido a maior capacidade
da &4gua em estabilizar espécies polares e carregadas, determinada principalmente pela maior
constante dielétrica da dgua (78,304) disponibilizado pelo NIST (1956) em relacdo ao metanol
(32.70) disponibilizado pela LSU (2020) e por sua habilidade em formar uma rede extensa de
ligagbes de hidrogénio, possibilitada pelos dois atomos de hidrogénio &cidos e dois pares

eletrénicos livres do oxigénio em cada molécula.

5.2. ATRIBUICAO DOS SINAIS DE RMN

Para confirmar a presenca do DNP no farmaco de estudo, foram realizados
experimentos bidimensionais HSQC, H-13C HMBC e ‘H-1! COSY, tanto em D?0



qguanto em MeOD (neste com a exce¢do de 'H-1! COSY), a fim de realizar a atribuicao
inequivoca dos sinais da molécula de interesse. Os espectros obtidos estdo apresentados no

Anexo | e a atribui¢do dos sinais esta reunida na Tabela 2 e 3.

FIGURA 12 - Composto donepezila com atomos numerados.

Fonte: O autor.

Tabela 2 - Atribuicdo de sinais para donepezila solubilizada em D20 referentes aos espectros

de RMN H IX e ~-AC (HMBC).

N . H 13C
umeracao 0 (ppm) Integral Multiplicidade J (Hz) 0 (ppm)
1 3,94 * 58,8
2 3,86 : * : 58,4
3 158,6
4 . . . . 151,3
5 7,10 1 Simpleto : 106,8
6 7,07 1,04 Simpleto , 110,8
7 s 154,6
8 130,5
9 : 214,8
3,16;
10 3,24e2,73 153 e 1,87 Duplo dupleto 15,60 35,2
1 2,72 : Multipleto : 47,8
12 141 1,08 Multipleto : 39,6
13-14 2,08 0,86 Multipleto : 31,5
15-16 3,53 e 3,04 : Simpleto : 55,3
17 4,32 0,80 Simpleto : 62,8
18 : : : : 131,6
19-20 7,56 1,52 Multipleto : 132,8
21-22 7,55 2,2 Multipleto . 133,2
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23 7,53 1,36 Multipleto - 131,9
*N&o é possivel ver a multiplicidade devido a sobreposicdo de sinais.

Fonte: O autor.

Tabela 3 - Atribuicdo de sinais para donepezila solubilizada em MeOD referentes aos espectros
de RMN *H 1 e (HMBC).

« 13C
Numeragao o6(ppm) Integral Multiplicidade J (Hz) 6 (ppm)
1 3,95 3,17 Simpleto : 55,3
2 3,87 3,17 Simpleto : 55,0
3 156,7
4 , : : : 156,7
5 7,18 1 Simpleto 103,9
6 7,09 0,96 Simpleto 107,4
7 : 150,0
8 128,6
9 208,6
10 :
3,7
n 2,78 1,58 Duplo Dupleto 7y 44,8
12 1,43 1,23 Tripleto 9,46 37,5
13-14 . . . . .
15-16 . . . . .
17 3,80 : Simpleto : 60,8
18-19-20 7,49 4,99 Multipleto : 128,9
21-22-23 7,50 4,99 Multipleto _ 130,6

Fonte: O autor.
5.3. ANALISES QUANTITATIVAS

5.3.1 RMN 600 MHz

As analises quantitativas realizadas no equipamento RMN 600 MHz foram obtidas
utilizando o metodo de padrdo externo PULCON. Para isso, utilizou-se a dimetil sulfona
(DMS) como padréo externo, com pureza certificada de 99,73%. Uma aliquota de 10,00 mg do
padrdo foi pesada em balanca analitica e dissolvida em 0,5718 g de D20. Os parametros de
aquisicdo do espectro de RMN de 'H foram: angulo de pulso de 90° (P90) = 11,33 fx,
temperatura de 298 K, nimero de transientes (NS) = 16, e ganho do receptor (RG) = 2.0 sinal



de referéncia em 6 = 3,0 ppm apresentou integral absoluta de 57.170.554,91. Esse valor foi

utilizado para o célculo de concentracdo das amostras

5.3.1.1 Analises no solvente D20

A primeirareplicata da analise quantitativa foi realizada com a mesma amostra utilizada
para o teste de extracdo. Assim, de acordo com a equacdo 4, foram consideradas umama=148,6
mg da dragea macerada, massa do solvente ms = 850 mg, massa molar da donepezila MM =
379,492 g/mol. Os espectros de RMN de *H foram adquiridos utilizando os seguintes
parametros instrumentais: NS = 16, RG = 28,5 e P90 = 12 /s,

Para a quantificacdo, selecionaram-se o0s sinais correspondentes aos deslocamentos
quimicos 6 = 7,07 ppm e 5 = 7,10 ppm, cujas integrais absolutas foram 8.789.011,7 e
9.102.315,92, respectivamente. Esses valores foram utilizados para determinar a concentragdo
do analito, conforme a equacéo 4, obtendo-se o valor de 4,08 mg e 4,24 mg com o valor médio
de 4,16 + 0,11, correspondendo a um erro relativo de 8,7% do valor previsto pela bula do

medicamento de 4,56 mg.

Outras duas replicatas foram preparadas com as seguintes condi¢cdes: massa das
aliquotas mi = 61,9 mg e mi = 62,0 mg e do solvente msi = 581,4 mg e m2 = 581,1 mg, a massa
molar da donepezila utilizada foi de 379,492 g/mol. Os espectros de RMN de X foram
adquiridos utilizando os seguintes parametros instrumentais: para a primeira analise NS = 16,
RG = 36 e P90 = 12 \is; para a segunda analise NS = 16, RG = 36 e P90 = 11,93 |is.

Para a quantificacdo, nessa replicata também foram selecionados o0s sinais
correspondentes aos deslocamentos quimicos 8 = 6,99 ppm e 6 = 7,02 ppm, cujas integrais
absolutas foram 9.712.547,03 e 9.841.460,00, respectivamente. Esses valores foram utilizados
para determinar a concentracdo do analito, conforme a equacdo 4, obtendo-se o valor
correspondente para um comprimido de 5,75 mg e 5,82 mg com o valor médio de 5,79 + 0,05
mg, correspondendo a um erro relativo de 27% em relagdo ao valor previsto pela bula do

medicamento de 4,56 mg.

Na analise da terceira replicata analise foram considerados os sinais correspondentes
aos deslocamentos quimicos 6 = 6,99 ppm e 6 = 7,03 ppm, cujas integrais absolutas foram
8.646.308,00 e 8.451.651,5, respectivamente. Esses valores foram utilizados para determinar a

concentracdo do analito, conforme a equacdo 4, otendo-se o valor corresponde a um

29



comprimido de 5,09 mg e 4,97 mg com o valor médio de 5,03 + 0,08, correspondendo a um

erro relativo de 10% do valor previsto pela bula do medicamento de 4,56 mg.

E notavel uma discrepancia entre a dosagem declarada pelo fabricante e os valores
obtidos em todas as réplicas, advindo do parametros experimentais utilizados. Apés a exclusao
daréplica 2, a média calculada entre as replicas 1e 3 foi de 4,60 £ 0,51 mg, correspondendo a
um erro relativo de 3,5%. Esses resultados indicam que a técnica apresenta eficacia na
quantificacdo da massa do analito no comprimido. No entanto, verifica-se a necessidade de
aumentar o nimero de réplicas e realizar experimentos adicionais sob condicdes idénticas para

validar a robustez do método.
5.3.1.2. Analises no solvente MeOD

A primeirareplicata da analise quantitativa foi realizada com a mesma amostra utilizada
para o teste de extracdo. Assim, a aliquota do medicamento foi de nia = 15,6 mg e do solvente
MeOD ms = 454,2 mg, a massa molar do donepezila utilizada foi de 379,492 g/mol. Os
espectros de RMN de 'H foram adquiridos utilizando os seguintes parametros instrumentais:
NS = 16, RG =203 e P90 = 1 ps.

Para a quantificacdo, selecionaram-se 0s sinais correspondentes aos deslocamentos
quimicos 5= 7,08 ppm e 5= 7,17 ppm, cujas integrais absolutas foram 781030,9 e 782390,22,
respectivamente. Esses valores foram utilizados para determinar a concentragdo do analito,
conforme a equacdo 3. Obtendo-se correspondente a um comprimido os valores de 0,273 mg e
0,274 mg com o valor médio de 0,273 + 0,001 mg, que correspondem respectivamente a um

erro relativo de 94% em relacdo ao valor previsto pela bula do medicamento de 4,56 mg.

Assim, observa-se que a concentracdo de donepezila do farmaco Donila encontrada esta
em um valor muito abaixo do esperado. Provavelmente, esse fato se deve a menor solubilidade
da donepezila no solvente MeOD, diminuindo a capacidade de extracdo do analito nesse
solvente. Como essa discrepancia é muito maior do que os valores encontrados nos ensaios

com D20, percebe-se uma clara vantagem em utilizar esta como solvente.
5.3.2 RMN 60 MHz

As analises quantitativas por RMN de 1H realizadas no equipamento de RMN de
bancada 60 MHz foram realizadas utilizando o método de padrdo interno. Como os resultados
anteriores mostram que o solvente D20 apresenta os melhores resultados de extracdo, esse

estudo foi realizado apenas para esse solvente. Assim, para a realizacdo dessas analises,



utilizou-se acido maleico como padrdo interno, com pureza certificada de 99,76%. As aliquotas

do padréo interno foram respectivamente mpi = 12,1 mg mr2 = 10,4 mg

As aliquotas do medicamento foram de mai = 141,5 mg e do solvente deuterado msi =
839,8 mg e ma = 102,0 mg nis2= 901,1 mg, a massa molar da donepezila utilizada foi de
379,492 g/mol. Os espectros se encontram no Anexo I.

Utilizando o método de aquisi¢do FID-H, os valores obtidos foram 6,89 mg (réplica 1) e 4,93
mg (réplica 2). J& com o método FID-H com supressdo de agua, os resultados foram 6,12 mg
(réplica 1) e 4,93 mg (réplica 2). A média calculada foi de 6,16 + 0,90 mg, correspondendo a

um erro relativo de 35% em relacdo ao valor de referéncia.

O elevado erro observado em relacdo ao valor de referéncia pode ser atribuido a

variagdes na altura da solugédo no tubo de RMN durante as analises.

O espectrometro de RMN de 60 MHz apresenta vantagens operacionais em comparacgao
com sistemas de 600 MHz, como a auséncia de necessidade de um magneto supercondutor de
alto campo, eliminando assim o uso de helio liquido para refrigeracdo. Essa caracteristica
alinha-se com os principios da quimica verde, sugerindo que otimizagdes metodoldgicas
poderiam tomar a técnica ainda mais sustentavel. Adicionalmente, por ser um equipamento de
bancada compacto, sua portabilidade permite a realizacdo de analises em locais remotos,

ampliando suas aplicagfes em condicdes de campo.

6. CONCLUSAO

Tanto o MeOD quanto a D20 demonstraram eficacia na liberagdo do principio ativo
donepezila do medicamento Donila, mas, para fins quantitativos somente a D20 possuia

solubilidade suficiente para dissolver todo o analito.

Os resultados em D20 utilizando o RMN de 600 MHz demonstraram maior
reprodutibilidade com erro médio absoluto de 3,5% ap0s a exclusdo do outlier (réplica 2). A
média 4,60 = 0,51 mg esta em concordancia com o valor declarado pelo fabricante (4,56 mg)
validando a metodologia, apesar dos erros, demonstrando a robustez do método. Para
consolidar a técnica seria necessario um aumento do nimero de réplicas e padronizacao

rigorosa no processo de preparagdo da amostra.
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O RMN de 60 MHz apresentou um erro muito alto, apesar disso, visando 0s principios
da quimica verde ao ndo necessitar da utilizacdo do hélio liquido e de tanta poténcia para o
resfriamento do magneto, seria interessante continuar o estudo com este necessitando de ajustes

maiores tanto nos parametros experimentais no equipamento como na preparacao de amostra.
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