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1 INTRODUCAO

Medicamentos liquidos, muitas vezes, apresentamo cimiconveniente o fato de
apresentarem sabor desagradavel. Uma alternatinsagmda é o emprego de agentes
flavorizantes e de edulcorantes, com objetivo dieize 0 amargor e deixar a composicéo
com sabor mais agradavel (SILVA & SANTOS, 1994)jngpalmente porque ha grande
rejeicdo por parte das criancas, que, junto comidosos, devido as dificuldades de
degluticdo, sdo as maiores consumidoras das fdiamasicéuticas liquidas orais (NEVES
al., 2006;ANSEL et al, 2007).

A presenca de flavorizantes e edulcorantes em m@uedictos pediatricos possuli
também como vantagem a melhoria na adesdo (FERRERIFSOUZA, 2005). Por outro
lado, o carater acidogénico da sacarose, que gfacdesntre os acgucares utilizados no
mascaramento do sabor (NEVES al, 2006), promove uma queda de pH uma vez que
funciona como substrato para a fermentacdo da ateo bucal (REKOLA, 1989). O
potencial lesivo de xaropes adocicados pode seemtacho quando da ndo higienizacao bucal
apos a administracdo do medicamento (BIGEARD, 2@08gegundo estudo realizado, quase
80% dos pais nao realizava higiene bucal em sks fapos a administracdo (NEVESal,
2006).

A sacarose € um dissacarideo formado por uma wnidadglicose unida a uma
unidade de frutose através de uma ligacdo O-gllcmsiproveniente da reagdo entre a
hidroxila de uma glicose com o carbono anoméricoutea (LEHNINGERet al, 2006). A
figura 1 mostra a sacarose e destaca o0 seu UrdcogBnio anomérico, ligado ao carbono
anomeérico.

O principal método para deteccdo de carboidratasméedida do indice de refracao
(CLEMENT et al, 1992; RAJAKYLA, 1986; FERREIRA & FERREIRA, 199FERREIRA
& GOMES, 1998; BOUMAHRAZet al, 1982; NIKOLOV et al, 1985), cujo emprego
apresenta desvantagens relevantes como uma perdenddilidade e dependéncia da
temperaturaNOGUEIRA et al, 2005). Analises para quantificacdo de sacarosedisiria
de refrigerantes, por exemplo, sdo feitas atrawésndtodos tradicionais, e considerados
laboriosos, como titulometria, gravimetria, espafotiometria e HPLC com indice de refracdo
(SILVA et al, 2003). Entretanto, a determinacdo quantitativagileares ja tem sido relatada
através métodos mais modernos como a cromatogadi@sa, analises enzimaticas e métodos

eletroquimicos e espectrométricos. (CHANMGal, 1995). Dentre estes métodos modernos,



h& de se destacar a Ressonancia Magnética Nuclgaremprego para fins qualitativos e
também quantitativos sdo descritos em farmacopetasacionais (HOLZGRABEet al,
2005).

A espectroscopia de RMN tem se mostrado muito itapte para a andlise de
misturas complexas em diversas areas, como andééeesracteristicas de combustiveis e
biocombustiveis (MONTEIR@t al, 2009), estudo da qualidade alimenticia, paraisnéde
metabolitos e de produtos industriais (WELXE al, 2008; LIN & SHAPIRO, 1996;
WINDIG et al, 2002), além do subsidio para classificacdo taxice® de espécies de
diversos reinos, ja que diferentes espécies produdiferentes metabdlitos (SCHNEIDER,
2007; ALCANTARA et al., 2007). Além disto, a RMN fornece tecnologia e reos
suficientes para analises reprodutiveis nas quaideatificacdo e a quantificacdo de
compostos podem ser alcancadas (WElell&, 2008).

O emprego da técnica de RMN quantitativo (QNMR) &ambém capaz de,
concomitantemente, fornecer dados para analisatative (PAULI et al, 2005). E esta
caracteristica, aliada ao carater ndo destrutivoesjgectroscopia e a possibilidade de
determinacdo simultanea de diversos analitos, aupepontos negativos apontados para a
técnica: alto custo e a relativa baixa sensibikdaté mesmo porque a sensibilidade pode ser
otimizada (sondas, tipo de nucleo, etc). (MALZ &NIBKE, 2005).

Figura 1 — Estrutura molecular da sacarose cordro¢@nio anomérico em destaque.
2 OBJETIVOS
O objetivo deste trabalho foi quantificar a sacaremn formulacdes farmacéuticas

liquidas através da espectroscopia de Ressonamgaédica Nuclear de hidrogénio (RMN de
1
H).



3 METODOLOGIA

3.1 Amostras

As amostras foram adquiridas no comércio local manfio armazenadas em local
adequado até o momento das analises. Foram amalisatbrze formulactes farmacéuticas
liguidas de acbes diversas, dentre as quais, iatdnfinicos, antitussigenos, anti-
inflamatdrios, suplementos vitaminicos e anti-amési Trés destes xaropes (7, 8 e 9) foram
considerados viscosos e submetidos a diluicao e¢pec

As amostras foram preparadas diluindo-se 300 pforsiaulacao farmacéutica em 300
uL de DO/TMSP-d (solvente + padrdo interno 5%), ambos os volum@s enassas
conhecidas. Para as formulagcbes farmacéuticase79,8consideradas viscosas, as amostras
sofreram diluicdo especial (10 pL de xarope, 300dplD,O/TMSP-d e 290 pL de BO), a
massa para cada volume também foi determinadaalzaedo das analises destas amostras
viscosas sem diluicdo resultaram em espectros rcidts, devido aos problemas de
homogeneidade do campo magnétisbirfiming, sendo, portanto, crucial a sua diluicao
especial.

3.2 Analises de RMN

Os espectros de RMN dél foram adquiridos em um espectrometro Bruker Aganc
[ 500 (11,75 T), equipado com uma sonda de 5 nendeteccéo inversa com gradiente de
campo (Triple Band Inverse — TBI), situado no Labdrio de RMN, no Instituto de quimica
(IQ-1) da Universidade Federal de Goias (UFG), Giai&0. O pacote de software usado
para aquisicéo e processamento dos dados foi e@BidpSpin (versao 2.1).

As andlises foram realizadas em triplicata utild@se a sequéncia de pulsos CPPR
(Composite Pulse Presaturation sequence), parprassdo do sinal do solvente. O numero
de varreduras acumuladas (NS) foi de 32, o tempesgdera na aquisicao(dl) foi de 30 s, a
quantidade de pontos empregados na aquisicdo @ctes|gTD) foi de 64k e a temperatura
foi mantida constante (298K). O ganho do receptor @levidamente ajustado
automaticamente para cada amostra, utilizando-sa jamela espectral de 16,0214. Os

parametros utilizados seguem o protocolo padréendesvido por Malz e Jancke (2005).



3.3 Quantificagao

Trés meétodos distintos foram utilizados para a fijiigacdo da sacarose. O primeiro
deles baseia-se em um principio da ressonanciai@oagntensidade do sinal é diretamente
proporcional a quantidade de nucleos que geramal. dDeste modo, foram realizados
calculos diretos utilizando a proporcionalidadesdl de interesse (hidrogénio anomérico) e
o sinal do hidrogénio de um padrao interno, o fmogio de tetrametilsilil (TMSP}

O segundo método empregado foi o da curva de aghbr cuja curva padrao foi
construida com o padrdo de sacarose, de modo seafaea relacdo entre a massa presente
da sacarose e a integral fornecida pelo hidrogéanmmérico. A curva de calibracdo da
sacarose foi construida com teores de sacarost0(120, 100, 180, 240 e 360 mg) que
abrangeram as quantidades deste acUcar presestasiosiras.

Como terceiro método, o método da adicdo de pafidempregado em algumas
amostras, escolhidas aleatoriamente, a fim de amrapros valores obtidos pelos métodos
anteriores. Para a curva de adicdo de padrdo, astras foram acrescentadas quantidades
crescentes de sacarose padréo (5, 10, 15, 20 gRSmhzando-se a extrapolacdo da curva
para a predicéo do teor real de sacarose presente.

O padréo interno, TMSP;dapresenta nove hidrogénios, cujo valor de intefgia
relacionado com o do hidrogénio anomeérico preseatesacarose. A integracdo foi feita

automaticamente pelo programa TOPSPIN, softwaesgdectrometro de RMN.

4. RESULTADOS

4.1 Céalculos diretos

A quantidade de sacarose encontrada nos xaropésadtinte variavel: desde 8,48%

(amostra 1) a 64,10% (amostra 8), conforme destatdabela 1.

4.2 Curva de calibracdo

Os valores obtidos para a concentracdo de sacat@sees da curva de calibracdo

estiveram em concordancia com os encontrados paleslos diretos, com excecao das



formulacdes farmacéuticas viscosas (Tabela 1).ndacde calibracdo obtida com o padréo de

sacarose esta representada na Figura 2.
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Figura 2 — Curva de Calibracdo com a massa decss#can solugdo de,O/TMSP-d versus

a integral do sinal do hidrogénio anomérico daresea

4.3 Adicao de padrdo

A curva de adicao de padrdo, mostrada na Figui@ Bgalizada para as amostras 3 e

8 (viscosa). A extrapolacdo da curva forneceu uloryzara a concentracado de sacarose que

corrobora com os obtidos pelos dois métodos anésti® mesmo ndo ocorreu com 0 xarope

ViSCO0SO.
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Tabela 1 — Teor de sacarose nas formulacfes fantiza® pediatricas analisadas.

Célculos diretos Curva de calibragéo
Amostra/ | Concentracdo de| Desvio Concentracéo de Desvio
Formulacdg Sacarose (% p/p)Y Padréo Sacarose (% p/p)*| Padréo
1 8,48 0,621 9,54 0,379
2 41,88 4,213 42,02 4,478
3 41,84 0,488 44,60 5,322
4 29,31 0,153 29,77 0,563
5 49,74 0,434 50,91 2,268
6 15,27 0,122 15,52 0,094
7** 20,83 0,755 36,85 2,168
8** 54,71 0,666 64,10 1,666
O+ 24,23 0,973 38,03 1,516
10 12,36 1,148 11,99 1,086




11 44,86 1,195 55,62 1,307

12 51,68 0,181 52,24 0,759
13 47,32 8,854 56,95 8,311
14 22,96 0,081 21,88 0,075

*Obtida através da média aritmética entre os valereontrados em triplicata.

**Xaropes viscosos

5 DISCUSSAO

A quantificacdo, realizada através do método absdcalculo direto - que fornece
ndo apenas a propor¢cado do analito na amostra, tamieeém quantidade e concentracdo),
requer adicdo de um padréo interno (MALZ & JANCKHE)O08). Este, dentre outras
caracteristicas, deve ser ndo higroscopico, ineréstavel, apresentar boa solubilidade na
maioria dos solventes de RMN e apresentar-se camaimpleto no espectro (LARIVE,
1997). O padrao escolhido, embora higroscopicenmiee tais requisitos além da facilidade,
uma vez que ja era utilizado na rotina do laborat@uanto a higroscopicidade do TMSE-d
este foi previamente seco em estufa e armazenaddessecador antes da preparacdo da
solucao utilizada nas analises. O sinal do TM$R@H;);SICD,CD,COONa) apresentou-se
bem definido, em uma regido limpa e de deslocanmmunitmico igual & 0,00. O valor obtido
de integral foi calibrado para 1,000, referindoas®s nove hidrogénios equivalentes do
TMSP-d,.

Para a atribuicdo dos sinais da sacarose e estwlmelhor sinal para a quantificagéo,
primeiramente, foram realizadas algumas analisé3Mi de um padrao de sacarose, obtido
em uma industria farmacéutica da regido, com 99,80%ureza.

Na andlise do espectro de RMN ¢ da sacarose, um dissacarideo composto por
frutose e glicose que apresenta um unico hidrogé&maonérico, verificam-se sinais tipicos de
hidrogénios de carboidratos (enti¢3,2 e 4,0) além do hidrogénio anomérico &ib,42,
apresentado como um dupleto de constante de acepiarfd) igual a 3,85 Hz em uma regido
desimpedida tanto no espectro do padrdo, quaneciedpente nos espectros das diversas
amostras analisadas (Figura 4).

A anélise do espectro d&C confirma a estrutura do padrae-glicopiranosil-D-

frutofuranosideo): 12 sinais de carbono, sendodeéss atribuidos aos carbonos metilénicos



dch261.24 (C-6), 63.44 (C-6") e 62.46 (C-1") e um ab@ao quaternario et 103.7 (C-2).
Para uma atribuicdo indubitavel, correlacdo hetesi@ar a longa distancia (HMBC) foi
realizada e, nela, apenas o hidrogénio anomeéricorselacionava com o carbono quaternario
da frutose ratificando, assim, o proposto pardaigéo. Os sinais de escolha estdo destacados

na Figura 4.
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Figura 4: Espectros de RMN e do padrédo de sacarose (a) e da amostra 1 (b)ps@inais
integrados em destaque: a direita, &M,00, o sinal do padrédo interno (TMSP-€, a

esquerda, erd 5,42, o sinal do hidrogénio anomérico da sacarose.

A sequéncia de pulsos utilizada neste estudo (CRB&)Yoi a mesma definida pelo
protocolo desenvolvido por Malz e Jancke (2005),3@€Gpois a supressao do sinal do
solvente (RO) foi imprescindivel. Considerando-se que a sgaieslo sinal se da, em linhas
gerais, pela irradiacdo continua de radiofrequénaiaegido do solvente, quando a CPPR é
empregada a magnetizacao nao € devolvida (prodesssaxacdo impedido) e, portanto, ndo
h& captacao do sinal no espectro.

Desta forma, a troca da ZG30 pela CPPR se justfela fato de que, quando a
primeira foi empregada, o sinal de integracdo diroig€énio anomeérico da sacarose se
sobrepunha a outros sinais, correspondentes aagyéidos das hidroxilas da sacarose, cujo
deslocamento quimico, de modo geral, € bastaniévehie dependente do ambiente em que

se encontra (concentracdo, pH e temperatura) (PARMA0). Assim, quando a sequéncia de



pulsos CPPR foi utilizada, a supressdo da aguaéatrda irradiacdo continua em sua
frequéncia, ocasionou especialmente a supressabidtagilas da sacarose, em virtude das
fortes ligacdes de hidrogénio entre elas e a agi@dando drasticamente a sua relaxacgao.
Deste modo, além da supressao do sinal da aguapego da CPPR permitiu a adequada
quantificacdo do hidrogénio anomeérico da sacarOseespectros com supressédo (CPPR) e
sem supressao (ZG30) do sinal da agua estéo ratadss na Figura 5.
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Figura 5: Espectros de RMN dd do padrdo de sacarose. E em (a), o espectroratigsém
supresséao do solvente (ZG30) e, em (b), com sWwdS€PPR). Note a sobreposicéao do sinal

do hidrogénio anomeérico a outros sinais (a).

Com relagédo aos teores de sacarose encontradpsidsea farmacopéia brasileira,
nao ha exigéncias em relacdo a concentracdo mégemmaitida de aclUcares/adocantes em
solucbes orais (apenas para xaropes, ha um limitenm de 45% p/p de sacarose e outros
acucares). Todavia, sabe-se que a presenca dedcarbe fermentéveis, ainda aliada ao pH
acido que os medicamentos em questao sdo apresgntacbpicia 0 aparecimento de caries

dentarias e, deste modo, torna-se aconselhavelbstitsicdo de tais carboidratos por



adocantes analogos (como sacarina e ciclamato o36dichigienizacdo bucal logo apds
utilizacdo de tais solugdes orais (NEVESal, 2006).

Deste modo, os valores encontrados para os teaesachrose foram bastante
expressivos, especialmente nos casos das formsldgd® 12 e 14 cujas concentracdes de
sacarose variam menos de 0,6% entre os dois mé&agostos na tabela 1 (calculos diretos e
da curva de calibracdo). As formulagdes 1, 4, 6g 12 apresentam desvio padréo abaixo de
1% para os dois métodos.

A adicdo de padréo, realizada para a formulacaofiBnade confirmar os teores
encontrados na quantificagéo, consolida os reqdtattidos através dos calculos diretos e da
curva de calibragdo. A extrapolacao da curva (Fidornece quantidade de sacarose igual a
0,1437g, que bastante assemelha a média de 0,24809-53g obtidas pelos calculos diretos
e curva de calibracdo respectivamente. Esta angligere que, embora estes os valores
estejam em concordancia entre si, h4 maior precsi@gionada aos calculos diretos e a
adicao de padrao.

Ja para as formulacfes viscosas, os valores eadostipara os teores de sacarose
foram bastante divergentes entre o método de caldireto e o método da curva de
calibragdo. A adicdo de padrdo realizada para mulacéo 8 forneceu concentragcédo de
sacarose semelhante a encontrada pelo calculo.dbeste modo, € possivel inferir que os
calculos diretos de quantificacdo a partir dos dadi® Ressonancia Magnética Nuclear se
estabelecem como um método confiavel para andjisastitativas, inclusive, com resultados

mais precisos que os de curva de calibracao toadiki

6 CONCLUSAO

A omisséo de informacdes especificas do teor dwese (e de edulcorantes em geral)
e a falta de conhecimento acerca do potencialg@mioo de formulacdes pediatricas apontam
para uma necessidade de maior controle das agé&heiagyilancia, de implementacdo de
metodologias de analise, bem como, de uma pofitibéica de esclarecimento.

Através do trabalho realizado foi possivel demansfjue a espectroscopia de RMN
de 'H é capaz de, aliada a métodos analiticos e adnsegto de protocolo para andlises,
fornecer resultados quantitativos confidveis. Atipidade na realizacdo das andlises, assim
como O pequeno tempo necessario para a obtencacesidtados, sdo caracteristicas que
favorecem a utilizacdo da RMN em detrimento a t&sniclassicas ou mesmo as demais

técnicas espectrométricas.
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