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B RASTREABILIDADE METROLOGICA:
O QUE E E QUAL A SUA IMPORTANCIA?

A rastreabilidade metrologica é a propriedade de um resultado de medi¢cdo pela qual tal resultado pode ser
relacionado a uma cadeia ininterrupta e documentada de calibracdes cada uma contribuindo para a incerteza de
medicdo [1]. Na pratica, cada vez que se usa um padrao para uma determinacdao em quimica analitica, a rastreabi-
lidade metrolégica do resultado daquela medicao passa a depender da rastreabilidade metrologica do padrdo
utilizado. Assim, se um padrao comercial for utilizado, visto que sua fracao massica (de pureza ou concentracao)
nao é rastreavel ao Sl, o resultado daquela medicao também nado sera. 1sso significa na pratica que esse resultado
s6 podera ser comparado com um outro resultado obtido utilizando o mesmo padrao. Dai nasce a propriedade da
comparabilidade.

Dois resultados de medicao s6 podem ser comparados se ambos forem rastredveis a uma referéncia em comum

(figura 1).
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Figura 1 - Esquema simplificado de rastreabilidade metrologica em quimica

O trabalho do sistema internacional de metrologia é justamente o de prover essa referéncia comum para uso dos
laboratorios em suas medi¢cdes de forma a permitir que os resultados sejam comparaveis internacionalmente.
Esse trabalho teve inicio em 1875 com a assinatura do tratado do metro e posteriormente os acordos de reconhe-
cimento mutuo. A importancia de um sistema como esse reside no fato de que por meio do reconhecimento
mutuo, medicdes realizadas em um pais com fins comerciais, por exemplo, ndo serao questionadas em outro pais
ja que o acordo implica em reconhecer que as medicdes realizadas em outro local sdo equivalentes aquelas reali-
zadas sob seu controle. Assim, ha exemplos faceis de compreender, como o quilograma que consistia até recente-
mente (maio de 2019) em um padrao fisico reconhecido internacionalmente e outros mais dificeis. Apos a entrada
em vigor do novo Sl em 20 de maio de 2019, ndo existem mais padrdes fisicos e, portanto, todo o sistema depen-
de fortemente dos Institutos Nacionais de Metrologia e da equivaléncia entre os mesmos, fato que é declarado
por meio das assim chamadas Capacidades de Medicdo e Calibracao (CMC) para cada area da ciéncia. O Inmetro
possui diversas CMC na area de quimica, demonstrando sua capacidade de produzir materiais quimicos rastrea-
veis ao Sl e consequentemente capazes de serem usados para produzir resultados comparaveis com aqueles obti-
dos em qualquer ponto do Globo.
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ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR QUANTITATIVA (RMNq)

A importancia da espectroscopia de RMN para a quimica analitica e metrologia quimica vem crescendo em razao de
seu potencial quantitativo. O Bureau Internacional de Pesos e Medidas (BIPM) e autores relevantes para a area
consideram a RMNg um método de medicao primario, ou seja, um método que fornece resultados diretamente
rastreaveis ao Sistema Internacional de Unidades (Sl), sem precisar de padrdes ou materiais de referéncia interme-
diarios, nem de fatores de correcao empiricos [1]-[4]. Tomando como exemplo a gravimetria, método primario
consagrado, é possivel facilmente compreender que nem todas as determinacdes de massa feitas em balancas sao
medices primarias. Na realidade, para que a propriedade do método primario seja mantida, ha uma série de requi-
sitos que devem ser seguidos como a calibracdo adequada, 0 manuseio correto dos equipamentos e o0 uso de
padrdes com rastreabilidade, dentre outros. Da mesma forma, nem todas as determinac¢bes quantitativas feitas por
RMN serdo consideradas primarias e esse documento tem por objetivo mostrar alguns dos requisitos que devem ser
seguidos para que a medicdo tenha essa propriedade.

B PADROES PARA RMN(q

Como a RMNQq se baseia na resposta de determinados nucleos dos compostos que estao sendo analisados, um mate-
rial de referéncia de uma substancia diferente pode ser usado como padrao, desde que essa substancia contenha o
nucleo utilizado na analise, por exemplo, hidrogénio (*H). Essa propriedade é muito Util quando nao existe material
de referéncia disponivel para aquela substancia. Por essa razao, a RMNg vem sendo utilizada com frequéncia em
determinacdes de pureza de compostos organicos, necessarias para estabelecer a cadeia de rastreabilidade metrolo-
gica de medicdes subsequentes. Além disso, a técnica permite que o mesmo material de referéncia seja usado em
diversas quantificacdes. E necessario porém que os padroes utilizados cumpram uma série de requisitos que ser&o
discutidos nesse documento.

D TIPOS DE CALIBRAGAO

Embora procedimentos de calibracdao externa possam ser empregados em RMNg, a calibracdo interna é mais reco-
mendada por apresentar incerteza de medicao menor e potencial para fornecer resultados com rastreabilidade
metrolégica ao SI. Nesse tipo de calibracdao, um padrao interno (PI) é adicionado junto com a amostra ao tubo de
RMN. Portanto deve ser usada como Pl uma substancia que ndo esteja presente na amostra. A determinacao da
amostra e do Pl na mesma analise faz com que ambos estejam sujeitos as mesmas condicdes experimentais. 1sso
elimina fontes de variacdo como diametro do tubo, duracdo do pulso de radiofrequéncia, ganho do receptor e
numero de transientes (scans), por exemplo. Ha também métodos de referéncia eletrénica, nos quais um sinal é
gerado eletronicamente no espectro da amostra (ERETIC™) ou aqueles que se baseiam em propriedades fisicas do
método (PULCON).

RMNg COMO METODO DE MEDICAO PRIMARIO
DE RAZOES

A resposta do sinal de RMN, particularmente a area do sinal integrado (1), € diretamente proporcional ao numero de
nucleos (n) que originaram aquele sinal:

Ii = KS Xn;
sendo K, uma constante do espectrometro. Se a aquisicao do espectro for feita de maneira adequada para quantifi-
cacao, como sera mostrado adiante, K sera igual para todos os sinais do espectro. Ainda que na pratica nao seja
viavel determinar seu valor, o uso da razao entre o sinal do analito (1) e o de um PI (l,) permite retirar K, da equa-
cao:

Iy ny

Ip;  np;
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sendo n, e n,, 0 numero de ndcleos que originaram os sinais do analito e do PI, respectivamente.

Uma vez que o uso da razdo entre os sinais do analito e do Pl é a melhor forma de se obter resultados quantitativos,
a RMNg é chamada de “método de medi¢do primario de razoes” [2], [3]. A razao molar n,/n,, € calculada por:
na _ Ta N

= —X
npr  Ipp Ny
sendo N, e N, o nuUmero de nucleos equivalentes presentes em cada molécula do Pl e do analito, envolvidos nos
sinais integrados. Por exemplo, se a molécula do Pl apresenta 4 atomos de hidrogénio, mas somente 2 originaram o
sinal que foi integrado, N, = 2. A equac¢do anterior pode ser adaptada para calculos de medi¢cdes por RMNg. Por
exemplo, para determinar a pureza de uma substancia:

Iy Npp My mp;

Py = —X—X—-X——X Pp,
Ipp Ny Mp; my

sendo, respectivamente, M, e M, as massas molares do analito e P, m, e m, as massas pesadas do Pl e analito e P,
a pureza do PI [2].

BOAS PRATICAS PARA OBTER RESULTADOS DE RMNq
RASTREAVEIS AO SI

O BIPM com a colaboracdo dos Institutos de Metrologia do Brasil (Inmetro), China (NIM), Turquia (UME) e Japao
(NM1J) elaborou uma série de documentos a respeito de PIs e procedimentos para RMNg que podem ser acessados
no endereco https://www.bipm.org/en/bipm/chemistry/organic-analysis/gnmr/ [5]-[11]. Suas principais recomen-
dacdes serdao mostradas a seguir, juntamente com a experiéncia do Inmetro na area. Esse texto foi pensado para RMN
de 'H, nucleo que apresenta spin %, abundancia isotdpica elevada (99,98 %) e faixa espectral pequena (20 ppm). Se
outros nucleos forem analisados, outros cuidados devem ser tomados também. Por exemplo, verificar a influéncia
do perfil de excitacdo do pulso é importante em caso de nucleos de faixa espectral extensa, como *°F. Ja o fraciona-
mento isotépico natural exerce influéncia significativa em nucleos menos abundantes, como o 3C [12]-[14]. Além
disso, os resultados sO serdao absolutamente quantitativos quando uma sequéncia simples do tipo pulso-aquisicao
for utilizada ja que em sequéncias mais complexas € muito comum que haja efeitos que potencializam ou inibem
diferencialmente alguns sinais, como as perdas por relaxacdao em longas sequéncias bidimensionais que ndao sao
equivalentes para todos 0s sinais visto que cada um possui sua constante de tempo de relaxacao.

6.1. Identificacao

O primeiro passo para RMNqg é confirmar a identidade da substancia que sera quantificada, utilizando RMN qualitati-
va ou outras técnicas. Em seguida, verificar sua massa molar (M) e o nuUmero de nucleos (N) envolvidos em cada sinal
gue sera integrado. Depois adquirir um espectro da amostra pura (sem Pl) em soluc¢do para verificar se 0s sinais que
serao integrados estao livres de interferentes.

6.2. Escolha do solvente

Na padronizacao interna, amostra e Pl devem estar solUveis no mesmo tubo, portanto o solvente deuterado deve
solubilizar ambos. Recomenda-se testar a solubilidade antes da analise, pesando as quantidades que serao usadas
de amostra e Pl no mesmo tubo e adicionando o solvente - que ndo precisa ser deuterado para esse teste. Uma
fracao nao solubilizada da amostra ou do Pl causara erro no resultado final, portanto devem-se evitar concentragoes
proximas do limite da solubilidade. Os sinais residuais do solvente e da umidade ndo devem se sobrepor aos sinais
gue serao integrados. Tabelas com os deslocamentos dos solventes mais utilizados estdao disponiveis na literatura
[15]. Um espectro do solvente puro deve ser adquirido para verificar se apresenta alguma impureza que atrapalhara
a analise.

6.3. Escolha do PI
O PI selecionado deve apresentar pelo menos um sinal em regiao do espectro livre de sinais da amostra ou interfe-
rentes.

Para manter a cadeia de rastreabilidade metrologica, deve ser utilizado como Pl um material de referéncia certifica-
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do (MRC) produzido por um Instituto Nacional de Metrologia (INM) ou por um produtor de MRC acreditado pela
norma ABNT NBR ISO 17034 [16]. Pode-se ainda utilizar um material de pureza elevada cujo valor de pureza tenha
sido determinado no laboratério do usuario utilizando procedimento validado de RMNgq. Nesse caso, o Pl utilizado
na analise deve ser um MRC produzido por INM ou por produtor acreditado pela norma ABNT NBR I1SO 17034.
Idealmente, o material usado como PI deve apresentar pureza minima de 995 mg/g (ou 99,5 %) e incerteza de medi-
¢do inferior a 5 mg/g (ou 0,5 %). Seu espectro de RMN deve conter poucos picos (de preferéncia um s6) em forma
de simpleto ou multipleto simples, sem interferentes nas regides integradas. Deve ser solUvel e inerte no solvente
de RMN e ndo deve reagir com a amostra. Para facilitar a pesagem, nao deve ser higroscopico, volatil ou sujeito a
efeitos eletrostaticos. Deve ainda apresentar razao adequada entre niUmero de atomos de hidrogénio quantificaveis
e massa molar, de modo a evitar a pesagem de massa excessivamente baixa do Pl para obter sinais da mesma
ordem de grandeza da amostra [11].

Um espectro do Pl puro deve ser adquirido no solvente que sera usado para verificar se apresenta alguma impureza
que atrapalhara a analise.

6.4. Pesagem

Erros de pesagem da amostra ou do Pl ou perda de material durante transferéncias subsequentes terao efeito
direto, sendo essa uma das principais fontes de erro nos resultados de medicdo. Portanto, o procedimento de pesa-
gem deve estar bem estabelecido e a umidade relativa do laboratorio deve estar entre 30 e 70 % no momento da
pesagem.

A pesagem é uma fonte importante de incerteza para RMNq. Por exemplo, caso a incerteza-padrao esperada para o
resultado seja 0,1 %, a incerteza relacionada aos procedimentos de pesagem deveria ser tipicamente menor que
0,03 %. Supondo que a incerteza-padrao combinada da pesagem seja 3 ug (um nivel de incerteza atingido por balan-
¢as microanaliticas modernas), a massa minima pesada deve ser 10 mg para que a incerteza final ndao fique acima
do valor esperado.

A razao ideal entre as integrais do analito e do PI é 1:1, podendo variar entre 10:1 e 1:10, desde que a relacdo
sinal/ruido seja superior a 1000. Uma vez definida a quantidade da amostra que se pretende utilizar, a massa do PI
pode ser obtida por:

mpI = mA X——X——
NPI MA

no caso do uso de um MRC como PI, deve-se levar em conta também a quantidade minima que pode ser usada do
MRC, conforme descrito em seu certificado. A pesagem ndo deve ser feita diretamente no tubo de RMN. Além da
dificuldade para pesar num tubo com abertura tdao pequena, a solubilizacao do material seria dificil. Podem ser
usados frascos de vidro com auxilio de barcas de pesagem de aluminio, por exemplo.

6.5. Preparo da amostra

Uma vez que amostra e Pl tenham sido pesados adequadamente, o resultado quantitativo dependera da razdo entre
as duas massas. Portanto, o volume do solvente (ou a concentracao das substancias) ndo entrara no calculo, de
modo que uma medida simples de volume com micropipeta, por exemplo, é suficiente. O volume utilizado deve ser
suficiente para solubilizar amostra e Pl e para alcancar a altura minima no tubo de RMN, recomendada pelo fabri-
cante para a sonda utilizada. Agitacdo em vortex auxilia na dissolucao dos sélidos. Banho de ultrassom também
pode ser usado desde que nao comprometa a estabilidade da amostra.

Em caso de amostras pouco solUveis ou disponiveis em quantidades pequenas, pode ser necessaria uma quantidade
muito pequena do PI, tornando inviavel a pesagem direta do sélido. Nessa situacdao, uma solucao intermediaria do
Pl pode ser preparada em solvente deuterado e uma aliquota dessa solucao adicionada a amostra. Como o volume
e a concentracao da solucao serao usados para calcular a massa de Pl adicionada a amostra, 0s volumes devem ser
medidos com exatidao nesse caso. Para reduzir a incerteza final, recomenda-se preparo gravimétrico, feito pela
pesagem tanto do solvente usado para a solucao intermediaria, quanto da solucdao de Pl adicionada a amostra.

6.6. Otimizacao do espectrometro de RMN

Ndo existe uma especificacdo de campo magnético minimo para ensaios quantitativos, embora campos mais altos
aumentem a resolucao e a sensibilidade, melhorando a exatiddo e a precisao dos resultados. Para que os resultados
sejam quantitativos, € necessario que a amostra esteja totalmente polarizada antes do experimento ser iniciado e
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gue ocorra relaxacao completa de todos os nucleos antes de cada aquisicao. A polarizacao da amostra acontece rapi-
damente assim que o tubo é colocado no magneto, sendo normalmente suficiente o tempo que se gasta para sintoni-
zar a sonda e homogeneizar o campo magnético. Ja o tempo de relaxacao depende de diversos fatores, como
ambiente quimico em que o nucleo esta inserido, concentracdo da amostra, solvente utilizado e temperatura [17].
Portanto, deve ser avaliado para cada procedimento de medicdo. Se esses requisitos forem atendidos, pode-se espe-
rar que a resposta seja linear em qualquer concentracdo, bem como entre amostras e aquisicdes diferentes.

Os parametros de aquisicao recomendados para ensaios quantitativos estao resumidos na tabela 1.

Tabela 1 - Parametros de aquisicao recomendados para RMNq [18]

Parimetro Recomendagiio Comentirio

Homogeneidade do | picos simétricos com | Importante para que a resposta seja uniforme

campo magnético | largura < 1 Hz na|ao longo da faixa de deslocamentos

(shimming) metade da altura do | quimicos e para evitar que a drea de
pico integragdo se torne muito larga.

Angulo do pulso 90° Nio afeta diretamente a quantificagdo, mas

diminui o tempo de aquisi¢do para que se
atinja relacdo sinal/ruido adequada.

Centralizagdo do pulso | Na frequéncia | Compensa erros causados quando os picos
(offset) central (média) dos | estdo fora de ressonéncia (off-resonance)
sinais integrados

Tempo de repeticdo|10-15x%T; Considerar o T; mais longo do espectro;
(tempo de aquisigdio + depois de um pulso de 90°, uma espera de 10
tempo de espera ou x T; € suficiente para recuperar mais de
intervalo de relaxagio) 99,995 % da magnetizagdo

Nimero de transientes | Suficiente para | Verificar se cada sinal que seri integrado
(scans) atingir relagio | atingiu esse critério
sinal/ruido > 1000

Janela espectral > 20 ppm Em alguns instrumentos, o uso de faixa
espectral extensa (oversampling) pode
melhorar o resultado por filtrar ruidos de
frequéncias distantes que podem ser
rebatidos para a faixa do espectro que serd

utilizada
Tempo de aquisi¢io > 2,5 s (recomenda- | Importante para melhorar a resolugio digital;
sc4s) se for muito baixo, produz sinais truncados;

se for alto demais, aumenta o ruido

Resolugio digital < 0,4 Hz/ponto Para nio prejudicar o formato do sinal
digitizado

Rotagio do tubo | sem rotagdo Para evitar coniribuigdes indesejaveis de

(spinning) interferéncias da rotagio no espectro
(spinning sidebands)

Replicatas de aquisigio | =3 Devem ser medidas independentes, isto €, o

do mesmo tubo tubo deve ser retirado ao final da primeira

aquisigdo, recolocado e todo o procedimento
repetido (locking, sintonia, shimming); a
andlise de uma amosira distinta, em outro
solvente, enfre uma aquisicio ¢ outra
aumenta a independéncia das aquisigdes
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Experimentos bidimensionais como HSQC podem ajudar a verificar se os sinais escolhidos para quantificacao sao
unicamente da amostra ou do PI, sem contribuicdao de impurezas. Entretanto, a sensibilidade desses experimentos
€ baixa e a auséncia de interferéncias detectaveis nao garante que o sinal esta totalmente livre de sobreposicao
com outros picos.

6.7. Processamento dos espectros

O processamento dos espectros exerce influéncia expressiva nos resultados de RMNg. Durante a etapa de treina-
mento de analistas novos, sugere-se comparar seu processamento com o de outros mais experientes e ver se 0s
resultados sao concordantes. Caso contrario, revisar os procedimentos para identificar a causa da diferenca.

Sinais de atomos de hidrogénio labeis, intercambiaveis ou sujeitos a troca tautomeérica nunca devem ser usados
para quantificacdo. Portanto, na grande maioria dos casos, 0s sinais quantificados serdo de atomos de hidrogénio
ligados a carbono. O acoplamento do 'H ao 3C resulta na formacdo dos chamados satélites de '3C no espectro de
'H. Somados, os satélites representam aproximadamente 1,1 % da area total do pico (incluindo os satélites).
Embora cada posicao da molécula tenha um valor especifico de abundancia de 13C, essa variacao representa pouco
para o resultado de 'H. Ou seja, para fins praticos, pode-se considerar que todos os sinais de 'H ligado a carbono,
tanto da amostra quanto do PI, apresentam satélites de *3C de intensidade relativa igual. Portanto, para RMNq de
'H, os satélites de 13C podem ser incluidos ou excluidos da integracdo, desde que o mesmo procedimento seja
adotado para amostra e PI.

Uma sequéncia recomendada para o processamento dos espectros é apresentada a seguir, baseada nas orientacoes
do BIPM [18]:

a) ajustar a fase do espectro - o0 ajuste manual costuma fornecer resultados quantitativos melhores;

b) calibrar o eixo de deslocamento quimico do espectro, utilizando como referéncia o sinal do TMS ou do solvente,
por exemplo, para que a mesma faixa integrada possa ser usada em todos os espectros;

¢) para melhorar a relacdo sinal/ruido, pode-se utilizar uma funcdo de multiplicacao exponencial aos dados brutos
(FID); por exemplo, apodizacao com alargamento de pico de no maximo 0,3 Hz (recomenda-se de 0,05 a 0,10 Hz para
evitar alargamento excessivo);

d) integrar os sinais da amostra e do Pl que serao quantificados. A regiao integrada para um sinal deve se estender
para cada lado a partir do centro do pico por 76 vezes a largura da metade da altura do pico. Isso corresponde a mais
de 99,9 % da area do sinal. No caso de multipletos, deve-se considerar a largura dos picos mais externos. Alternativa-
mente, pode-se integrar a regiao compreendida em 30 Hz além dos satélites de 3C mais externos. Essa faixa integra-
da normalmente excede o critério baseado na largura a meia altura. A mesma integracao pode ser copiada para 0s
demais espectros da analise;

e) corrigir a linha de base. Caso seja usada correcao automatica, verificar previamente, utilizando amostras de
pureza conhecida (materiais de referéncia, por exemplo), se o algoritmo utilizado para correcao ndo esta prejudican-
do a exatiddo ou a precisdo dos resultados. A correcdo manual costuma gerar resultados melhores quando exatidao
elevada é importante para o resultado. Nesse caso, pode-se fazer a correcao ponto-a-ponto, focando nos picos que
serao quantificados. Para isso, adicionar pontos de correcao proximos da regido integrada, mas fora dela, para que
a alteracado da linha de base causada pela adicao do ponto nao se localize dentro de uma area integrada.

Um ou mais picos do Pl e da amostra podem ser utilizados na quantificacdao. No caso da amostra, sempre que possi-
vel, deve-se integrar mais de um sinal e calcular o resultado separadamente para cada sinal integrado. A concor-
dancia entre os valores obtidos indica, embora ndao garanta, que os picos integrados estao livres de interferéncias
e que o resultado esta correto.

6.8. Estimativa da Incerteza de medic¢do

A identificacdo das fontes de incerteza de medicao pode ser feita a partir da verificacao das grandezas de entrada
na equacao do mensurando, apresentada anteriormente para o caso de uma medicdo de pureza. Apresentam-se a
Seguir os principais componentes de incerteza que devem ser avaliados.

A repetibilidade da area integrada do sinal incorpora contribuicdes de fatores como excitacdo, populacao, eficién-
cia de deteccdo e processamento dos dados, que sao fontes de incerteza tipo A. Como uma analise costuma ser
feita com pelo menos duas solucdes preparadas independentemente, as diferencas de massa pesada influenciardo
o resultado absoluto das integrais. Portanto, uma estimativa inicial da incerteza pode ser feita para cada preparo
e 0s valores obtidos podem ser combinados posteriormente. Ou entdo valores de area normalizados para a menor
massa pesada, por exemplo, podem ser adotados para que os resultados de diferentes preparos de amostra sejam
avaliados simultaneamente.
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As fontes de incerteza das demais grandezas de entrada da equacado sao do tipo B. A incerteza das massas molares
pode ser obtida a partir de dados da IUPAC [19]. O calculo do peso molecular com a sua respectiva incerteza de
medi¢cdo pode ser realizado em ferramenta online da prépria IUPAC [20]. A contribuicdo da pesagem pode ser
avaliada pela incerteza da calibracao das balancas e pela contribuicdo do empuxo. A incerteza do valor de pureza
do Pl deve ser informada pelo fornecedor do MRC em seu certificado.

7 USO DE UMA REFERENCIA ELETRONICA PARA
i CALIBRACAO

0 ganho de precisao em RMNq é bastante consideravel quando se compara a padroniza¢ao interna com a padroniza-
cdo externa [21]. No entanto, em muitos casos é dificil encontrar um padrdo interno adequado para a realizacao das
analises que cumpra todos os requisitos mostrados aqui. Uma alternativa quando ndo existe padrao interno adequado
€ 0 uso de padronizacdo por referéncia eletronica.

A padronizacao eletrénica elimina a necessidade de se pesar um padrao interno juntamente com as amostras. Esta
pratica reduz possiveis erros analiticos e torna o processo mais pratico, uma vez que uma mesma referéncia pode
ser usada para a quantificacdo de varias amostras diferentes [22]. O uso de referéncias eletrénicas fornece resulta-
dos com aproximadamente o mesmo nivel de precisao daqueles obtidos com padronizacao interna [21] e, se a refe-
réncia for adequadamente calibrada, com rastreabilidade metrologica [23].

0 uso de referéncias eletrénicas foi introduzido com o método chamado ERETIC™ (Electronic Reference to Assess In
vivo Concentrations) [24], que consiste em criar um pico sintético através da introducao de um pulso de radiofrequ-
éncia (RF) durante a deteccdo. Esse sinal sintético pode ser calibrado e usado para medir as concentracdes absolutas
posteriormente [25]. Uma vez que o ERETIC™ requer o0 uso de equipamento acessério para a geracdo do pulso de
RF, outro grupo interessado em referéncias eletrénicas desenvolveu uma metodologia que nao depende de instru-
mento externo, o PULCON (Pulse Length Based Concentration Determination) [26]. O método PULCON (chamado
comercialmente de ERETIC2) é baseado num principio da espectroscopia de RMN chamado principio da reciprocida-
de que, de maneira sucinta, diz que a intensidade de um sinal de RMN é inversamente proporcional a largura do
pulso de 90 ° da amostra. Dessa forma, o método promete uma forma robusta e de facil utilizacao para medicdo de
concentracbes em solugdes. Tanto o ERETIC™ quanto o PULCON requerem a calibracao da referéncia eletrénica por
uma referéncia, que pode entdo ser utilizada para a quantificacdo de diversas amostras com a mesma sonda de RMN
e, para obter medidas com rastreabilidade metroldgica, essa calibracdo da referéncia deve ser feita seguindo exata-
mente 0s mesmos passos descritos na secdo 6 desse documento, porém usando apenas o material de referéncia
certificado que naquele caso seria o Pl.

Utilizando o PULCON, a concentracdo de uma amostra pode ser calculada através da Equacao [26]:

* * *
% Samostra Tamostra @amostra nref

C =fr*C
amostra = f1 ¥ Cres Sref ¥ Tref * Oref ™ Namostra

onde C,_ ... € C.. S3o as concentracoes molares da amostra e da referéncia, f, € um fator de correcao para o uso de
diferentes ganhos do receptor nas aquisicbes da amostra e da referéncia e para relaxacao incompleta, T sdao as
temperaturas de aquisicdo, 6 sao 0s comprimentos de pulso e n o numero de transientes usados nas aquisicoes.

A partir de um tratamento cuidadoso dos parametros de aquisicao e do uso de relacdes basicas da quimica, essa
equacao pode ser usada para o calculo direto de fracdes em massa conforme demonstrado em trabalho do nosso
grupo [22]:

* * * * *
Vamostra Westoque mestoque Samostra Qamostra RGref

Wamostra -

* * * *
Mamostra Vref Sref 6ref RGamostra

onde w é a fracdo em massa da solucdo usada para o preparo da referéncia, m

estogue - -
que pesada para o preparo da referéncia, V. eV

€ a massa de solucao esto-
€ a massa pesada de

estoque

sao 0s volumes de solvente, m

ref amostra amostra

amostra e RG sao os ganhos do receptor usados nas aquisicoes. E conveniente usar o mesmo ganho para as aquisi-
¢oes de forma a eliminar esse fator da equacao.
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E extremamente importante ressaltar que o principio das medicoes feitas utilizando o método
PULCON leva em conta a duracao (largura) do pulso utilizado na aquisicdo, ou seja, esse parame-
tro deve obrigatoriamente ser determinado em cada amostra a ser medida levando em conta a
largura obtida para o sinal de interesse. Caso isso nao seja feito, 0 método sera na realidade uma
padronizacao externa simples e nao mais uma medida com PULCON. Maiores informacoes prati-
cas sobre esse método e suas fontes de incerteza podem ser vistas na referéncia [22].

Para a calibracdo da referéncia eletronica, uma amostra de um MRC que cumpra 0S mesmos
requisitos da secdo 6.3 deve ser preparada. Nesse caso, € importante que o preparo seja feito
de forma a resultar em uma concentracao muito bem caracterizada, ou seja, a pesagem do po
deve ser feita de acordo com 6.4 e a adicao do solvente deve ser feita com uma micropipeta
calibrada. Na auséncia de material volumétrico calibrado ou para uma exatidao ainda melhor, o
preparo pode ser feito de forma totalmente gravimétrica (pesando-se o po e o solvente adicio-
nado). 0Os mesmos cuidados de preparo devem ser aplicados nas amostras. Todos 0s outros
cuidados mencionados na secao 6 devem ser considerados na aquisicao e tratamento dos
dados.

B MRCS PRODUZIDOS PELO INMETRO PARA USO EM RMNq

O Inmetro certificou um conjunto de MRCs de pureza elevada para serem utilizados como Pl e
calibrantes para referéncias eletrénicas em ensaios de RMNQ. Os lotes de cada substancia candi-
data a certificacao foram sendo submetidos a diversos estudos para comprovar que sao homo-
géneos e estaveis. Além disso, seus valores de pureza foram sendo caracterizados por aborda-
gens independentes como RMNQ, balanco de massas (método baseado na quantificacao de
todas as impurezas presentes no material), depressao do ponto de fusao (determinada por calo-
rimetria exploratéria diferencial - DSC) e titulacao coulométrica, dependendo do caso. Todos
esses estudos sao necessarios para garantir o rigor dos valores certificados, ja que esses mate-
riais estao no topo da hierarquia metrologica e serao utilizados para dar rastreabilidade a resul-
tados de ensaios subsequentes.

Os estudos da certificacdo dos 4 primeiros MRCs desse tipo produzidos pelo Inmetro estao em
fase de conclusao e esses materiais serdao disponibilizados até o final de 2019. Na tabela 2,
informacdes sobre esses MRCs. Os valores de solubilidade apresentados foram testados no
laboratorio. E possivel que o limite da solubilidade seja maior.
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Tabela 2 - Propriedades dos MRCs produzidos pelo Inmetro para uso em RMNq

Parimetro Tereftalato Dimetilsulfona | Acido maleico | Bifatlato de
de dimetila potassio
)
o \0 0.0 00
& 0K
Estrutura 0?—@—% /S\ HoUOH ol
o
74 a 76
RMN de 'H 3,94 (6H, 5) 2,98 (6H, 5) 6,35 (2H, s) (2H, m)
8,09 (4H, s) (em CDCl;) (em D20) 76 a 78
(em CDCl;) ! : (2H, m)
Deslocamenta (em D,O)
quimico (&) (ppm) Ti:;4 1288
) 133’5 42,1 130,8 130,9
RMN de °C 1655 (em DMSO- | 169,7 134,0
(em DMSso0- | ¢ (em D-0) é:;’; 0)
Dy) :
D,0 ~0 19 21 51
CDCl, 45 40 ~0 ~0
Solubilidade acetona-D; 17 37 55 ndo avaliada
minima  testada "pyvgoD, | 15 52 55% ndo avaliada
(mg/mL)
metanol-D, T** 17 10%** ndo avaliada
acetonitrila- | |, 5 25 nio avaliada
D,
2,0 (3,94
CDCl, ppm); 3.9 4.0 ndo avaliado ndo avaliado
(8,09 ppm)
T1 (s
® 32 (3,94
(determinade a | acetona-D, ppm); 5,9 | ndo avaliado néo avaliado néo avaliado
aproximadamente (8,09 ppm)
15 mg/ml em - . .
presenca de | meta nol-D, nido avaliado 5,0 ndo avaliado ndo avaliado
owiras D,0:DMSO-
substincias) D (500:150 | ndo avaliado | 4.6 45 2,1
Viv)
D0 nido avaliado ndo avaliado 54 ndo avaliado

*Possivel formagdo de sinais alargados para as hidroxilas do PI, ocupando regifes extensas do espectro.
**Deve ser evitado por risco de reacao de esterificacdo ou transesterificacao entre Pl e solvente.
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