
que ocorra relaxação completa de todos os núcleos antes de cada aquisição. A polarização 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. Já o tempo de relaxação depende de diversos fatores, como 
ambiente químico em que o núcleo está inserido, concentração da amostra, solvente utilizado e temperatura [17]. 
Portanto, deve ser avaliado para cada procedimento de medição. Se esses requisitos forem atendidos, pode-se espe-
rar que a resposta seja linear em qualquer concentração, bem como entre amostras e aquisições diferentes.

Os parâmetros de aquisição recomendados para ensaios quantitativos estão resumidos na tabela 1. 

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 laboratório do usuário utilizando procedimento validado de RMNq. Nesse caso, o PI utilizado 
na análise deve ser um MRC produzido por INM ou por produtor acreditado pela norma ABNT NBR ISO 17034. 
Idealmente, o material usado como PI deve apresentar pureza mínima de 995 mg/g (ou 99,5 %) e incerteza de medi-
ção inferior a 5 mg/g (ou 0,5 %). Seu espectro de RMN deve conter poucos picos (de preferência um só) em forma 
de simpleto ou multipleto simples, sem interferentes nas regiões integradas. Deve ser solúvel e inerte no solvente 
de RMN e não deve reagir com a amostra. Para facilitar a pesagem, não deve ser higroscópico, volátil ou sujeito a 
efeitos eletrostáticos. Deve ainda apresentar razão adequada entre número de átomos de hidrogênio quantificáveis 
e massa molar, de modo a evitar a pesagem de massa excessivamente baixa do PI para obter sinais da mesma 
ordem de grandeza da amostra [11].  

Um espectro do PI puro deve ser adquirido no solvente que será usado para verificar se apresenta alguma impureza 
que atrapalhará a análise.

6.4. Pesagem
Erros de pesagem da amostra ou do PI ou perda de material durante transferências subsequentes terão efeito 
direto, sendo essa uma das principais fontes de erro nos resultados de medição. Portanto, o procedimento de pesa-
gem deve estar bem estabelecido e a umidade relativa do laboratório 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-padrão 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-padrão combinada da pesagem seja 3 µg (um nível de incerteza atingido por balan-
ças microanalíticas modernas), a massa mínima pesada deve ser 10 mg para que a incerteza final não fique acima 
do valor esperado. 

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

no caso do uso de um MRC como PI, deve-se levar em conta também a quantidade mínima que pode ser usada do 
MRC, conforme descrito em seu certificado. A pesagem não deve ser feita diretamente no tubo de RMN. Além da 
dificuldade para pesar num tubo com abertura tão pequena, a solubilização do material seria difícil. Podem ser 
usados frascos de vidro com auxílio de barcas de pesagem de alumínio, por exemplo. 

6.5. Preparo da amostra
Uma vez que amostra e PI tenham sido pesados adequadamente, o resultado quantitativo dependerá da razão entre 
as duas massas. Portanto, o volume do solvente (ou a concentração das substâncias) não entrará no cálculo, de 
modo que uma medida simples de volume com micropipeta, por exemplo, é suficiente. O volume utilizado deve ser 
suficiente para solubilizar amostra e PI e para alcançar a altura mínima no tubo de RMN, recomendada pelo fabri-
cante para a sonda utilizada. Agitação em vórtex auxilia na dissolução dos sólidos. Banho de ultrassom também 
pode ser usado desde que não comprometa a estabilidade da amostra. 

Em caso de amostras pouco solúveis ou disponíveis em quantidades pequenas, pode ser necessária uma quantidade 
muito pequena do PI, tornando inviável a pesagem direta do sólido. Nessa situação, uma solução intermediária do 
PI pode ser preparada em solvente deuterado e uma alíquota dessa solução adicionada à amostra. Como o volume 
e a concentração da solução serão usados para calcular a massa de PI adicionada à amostra, os volumes devem ser 
medidos com exatidão nesse caso. Para reduzir a incerteza final, recomenda-se preparo gravimétrico, feito pela 
pesagem tanto do solvente usado para a solução intermediária, quanto da solução de PI adicionada à amostra. 

6.6. Otimização do espectrômetro de RMN
Não existe uma especificação de campo magnético mínimo para ensaios quantitativos, embora campos mais altos 
aumentem a resolução e a sensibilidade, melhorando a exatidão e a precisão dos resultados. Para que os resultados 
sejam quantitativos, é necessário que a amostra esteja totalmente polarizada antes do experimento ser iniciado e 

 sendo nA e nPI o número de núcleos que originaram os sinais do analito e do PI, respectivamente.
 
Uma vez que o uso da razão entre os sinais do analito e do PI é a melhor forma de se obter resultados quantitativos, 
a RMNq é chamada de “método de medição primário de razões” [2], [3]. A razão molar nA/nPI é calculada por:

sendo NPI e NA o número de núcleos equivalentes presentes em cada molécula do PI e do analito, envolvidos nos 
sinais integrados. Por exemplo, se a molécula do PI apresenta 4 átomos de hidrogênio, mas somente 2 originaram o 
sinal que foi integrado, NPI = 2. A equação anterior pode ser adaptada para cálculos de medições por RMNq. Por 
exemplo, para determinar a pureza de uma substância:

 
 
sendo, respectivamente, MA e MPI as massas molares do analito e PI, mPI e mA as massas pesadas do PI e analito e PPI
a pureza do PI [2].

    BOAS PRÁTICAS PARA OBTER RESULTADOS DE RMNq 
    RASTREÁVEIS AO SI

O BIPM com a colaboração dos Institutos de Metrologia do Brasil (Inmetro), China (NIM), Turquia (UME) e Japão 
(NMIJ) elaborou uma série de documentos a respeito de PIs e procedimentos para RMNq que podem ser acessados 
no endereço https://www.bipm.org/en/bipm/chemistry/organic-analysis/qnmr/ [5]–[11]. Suas principais recomen-
dações serão mostradas a seguir, juntamente com a experiência do Inmetro na área. Esse texto foi pensado para RMN 
de 1H, núcleo que apresenta spin ½, abundância isotópica elevada (99,98 %) e faixa espectral pequena (20 ppm). Se 
outros núcleos forem analisados, outros cuidados devem ser tomados também. Por exemplo, verificar a influência 
do perfil de excitação do pulso é importante em caso de núcleos de faixa espectral extensa, como 19F. Já o fraciona-
mento isotópico natural exerce influência significativa em núcleos menos abundantes, como o 13C [12]–[14]. Além 
disso, os resultados só serão absolutamente quantitativos quando uma sequência simples do tipo pulso-aquisição 
for utilizada já que em sequências mais complexas é muito comum que haja efeitos que potencializam ou inibem 
diferencialmente alguns sinais, como as perdas por relaxação em longas sequências bidimensionais que não são 
equivalentes para todos os sinais visto que cada um possui sua constante de tempo de relaxação.

6.1. Identificação
O primeiro passo para RMNq é confirmar a identidade da substância que será quantificada, utilizando RMN qualitati-
va ou outras técnicas. Em seguida, verificar sua massa molar (M) e o número de núcleos (N) envolvidos em cada sinal 
que será integrado. Depois adquirir um espectro da amostra pura (sem PI) em solução para verificar se os sinais que 
serão integrados estão livres de interferentes. 

6.2. Escolha do solvente 
Na padronização interna, amostra e PI devem estar solúveis no mesmo tubo, portanto o solvente deuterado deve 
solubilizar ambos. Recomenda-se testar a solubilidade antes da análise, pesando as quantidades que serão usadas 
de amostra e PI no mesmo tubo e adicionando o solvente – que não precisa ser deuterado para esse teste. Uma 
fração não solubilizada da amostra ou do PI causará erro no resultado final, portanto devem-se evitar concentrações 
próximas do limite da solubilidade. Os sinais residuais do solvente e da umidade não devem se sobrepor aos sinais 
que serão integrados. Tabelas com os deslocamentos dos solventes mais utilizados estão disponíveis na literatura 
[15]. Um espectro do solvente puro deve ser adquirido para verificar se apresenta alguma impureza que atrapalhará 
a análise.  

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

Para manter a cadeia de rastreabilidade metrológica, deve ser utilizado como PI um material de referência certifica-

    ESPECTROSCOPIA DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA 
    NUCLEAR QUANTITATIVA (RMNq)

A importância da espectroscopia de RMN para a química analítica e metrologia química vem crescendo em razão de 
seu potencial quantitativo. O Bureau Internacional de Pesos e Medidas (BIPM) e autores relevantes para a área 
consideram a RMNq um método de medição primário, ou seja, um método que fornece resultados diretamente 
rastreáveis ao Sistema Internacional de Unidades (SI), sem precisar de padrões ou materiais de referência interme-
diários, nem de fatores de correção empíricos [1]–[4]. Tomando como exemplo a gravimetria, método primário 
consagrado, é possível facilmente compreender que nem todas as determinações de massa feitas em balanças são 
medições primárias. Na realidade, para que a propriedade do método primário seja mantida, há uma série de requi-
sitos que devem ser seguidos como a calibração adequada, o manuseio correto dos equipamentos e o uso de 
padrões com rastreabilidade, dentre outros. Da mesma forma, nem todas as determinações quantitativas feitas por 
RMN serão consideradas primárias e esse documento tem por objetivo mostrar alguns dos requisitos que devem ser 
seguidos para que a medição tenha essa propriedade.

     PADRÕES PARA RMNq

Como a RMNq se baseia na resposta de determinados núcleos dos compostos que estão sendo analisados, um mate-
rial de referência de uma substância diferente pode ser usado como padrão, desde que essa substância contenha o 
núcleo utilizado na análise, por exemplo, hidrogênio (1H). Essa propriedade é muito útil quando não existe material 
de referência disponível para aquela substância. Por essa razão, a RMNq vem sendo utilizada com frequência em 
determinações de pureza de compostos orgânicos, necessárias para estabelecer a cadeia de rastreabilidade metroló-
gica de medições subsequentes. Além disso, a técnica permite que o mesmo material de referência seja usado em 
diversas quantificações. É necessário porém que os padrões utilizados cumpram uma série de requisitos que serão 
discutidos nesse documento.

    TIPOS DE CALIBRAÇÃO

Embora procedimentos de calibração externa possam ser empregados em RMNq, a calibração interna é mais reco-
mendada por apresentar incerteza de medição menor e potencial para fornecer resultados com rastreabilidade 
metrológica ao SI. Nesse tipo de calibração, um padrão interno (PI) é adicionado junto com a amostra ao tubo de 
RMN. Portanto deve ser usada como PI uma substância que não esteja presente na amostra. A determinação da 
amostra e do PI na mesma análise faz com que ambos estejam sujeitos às mesmas condições experimentais. Isso 
elimina fontes de variação como diâmetro do tubo, duração do pulso de radiofrequência, ganho do receptor e 
número de transientes (scans), por exemplo. Há também métodos de referência eletrônica, nos quais um sinal é 
gerado eletronicamente no espectro da amostra (ERETICTM) ou aqueles que se baseiam em propriedades físicas do 
método (PULCON).

    RMNq COMO MÉTODO DE MEDIÇÃO PRIMÁRIO 
    DE RAZÕES

A resposta do sinal de RMN, particularmente a área do sinal integrado (Ii), é diretamente proporcional ao número de 
núcleos (ni) que originaram aquele sinal:
 

sendo KS uma constante do espectrômetro. Se a aquisição do espectro for feita de maneira adequada para quantifi-
cação, como será mostrado adiante, KS será igual para todos os sinais do espectro. Ainda que na prática não seja 
viável determinar seu valor, o uso da razão entre o sinal do analito (IA) e o de um PI (IPI) permite retirar KS da equa-
ção:

O trabalho do sistema internacional de metrologia é justamente o de prover essa referência comum para uso dos 
laboratórios em suas medições de forma a permitir que os resultados sejam comparáveis internacionalmente. 
Esse trabalho teve início em 1875 com a assinatura do tratado do metro e posteriormente os acordos de reconhe-
cimento mútuo. A importância de um sistema como esse reside no fato de que por meio do reconhecimento 
mútuo, medições realizadas em um país com fins comerciais, por exemplo, não serão questionadas em outro país 
já que o acordo implica em reconhecer que as medições realizadas em outro local são equivalentes àquelas reali-
zadas sob seu controle. Assim, há exemplos fáceis de compreender, como o quilograma que consistia até recente-
mente (maio de 2019) em um padrão físico reconhecido internacionalmente e outros mais difíceis. Após a entrada 
em vigor do novo SI em 20 de maio de 2019, não existem mais padrões físicos e, portanto, todo o sistema depen-
de fortemente dos Institutos Nacionais de Metrologia e da equivalência entre os mesmos, fato que é declarado 
por meio das assim chamadas Capacidades de Medição e Calibração (CMC) para cada área da ciência. O Inmetro 
possui diversas CMC na área de química, demonstrando sua capacidade de produzir materiais químicos rastreá-
veis ao SI e consequentemente capazes de serem usados para produzir resultados comparáveis com aqueles obti-
dos em qualquer ponto do Globo.

CALIBRAÇÃO 
EM RMNq
GUIA PARA OBTER RESULTADOS RASTREÁVEIS 
AO SISTEMA INTERNACIONAL DE UNIDADES (SI)



que ocorra relaxação completa de todos os núcleos antes de cada aquisição. A polarização 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. Já o tempo de relaxação depende de diversos fatores, como 
ambiente químico em que o núcleo está inserido, concentração da amostra, solvente utilizado e temperatura [17]. 
Portanto, deve ser avaliado para cada procedimento de medição. Se esses requisitos forem atendidos, pode-se espe-
rar que a resposta seja linear em qualquer concentração, bem como entre amostras e aquisições diferentes.

Os parâmetros de aquisição recomendados para ensaios quantitativos estão resumidos na tabela 1. 

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 laboratório do usuário utilizando procedimento validado de RMNq. Nesse caso, o PI utilizado 
na análise deve ser um MRC produzido por INM ou por produtor acreditado pela norma ABNT NBR ISO 17034. 
Idealmente, o material usado como PI deve apresentar pureza mínima de 995 mg/g (ou 99,5 %) e incerteza de medi-
ção inferior a 5 mg/g (ou 0,5 %). Seu espectro de RMN deve conter poucos picos (de preferência um só) em forma 
de simpleto ou multipleto simples, sem interferentes nas regiões integradas. Deve ser solúvel e inerte no solvente 
de RMN e não deve reagir com a amostra. Para facilitar a pesagem, não deve ser higroscópico, volátil ou sujeito a 
efeitos eletrostáticos. Deve ainda apresentar razão adequada entre número de átomos de hidrogênio quantificáveis 
e massa molar, de modo a evitar a pesagem de massa excessivamente baixa do PI para obter sinais da mesma 
ordem de grandeza da amostra [11].  

Um espectro do PI puro deve ser adquirido no solvente que será usado para verificar se apresenta alguma impureza 
que atrapalhará a análise.

6.4. Pesagem
Erros de pesagem da amostra ou do PI ou perda de material durante transferências subsequentes terão efeito 
direto, sendo essa uma das principais fontes de erro nos resultados de medição. Portanto, o procedimento de pesa-
gem deve estar bem estabelecido e a umidade relativa do laboratório 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-padrão 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-padrão combinada da pesagem seja 3 µg (um nível de incerteza atingido por balan-
ças microanalíticas modernas), a massa mínima pesada deve ser 10 mg para que a incerteza final não fique acima 
do valor esperado. 

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

 

no caso do uso de um MRC como PI, deve-se levar em conta também a quantidade mínima que pode ser usada do 
MRC, conforme descrito em seu certificado. A pesagem não deve ser feita diretamente no tubo de RMN. Além da 
dificuldade para pesar num tubo com abertura tão pequena, a solubilização do material seria difícil. Podem ser 
usados frascos de vidro com auxílio de barcas de pesagem de alumínio, por exemplo. 

6.5. Preparo da amostra
Uma vez que amostra e PI tenham sido pesados adequadamente, o resultado quantitativo dependerá da razão entre 
as duas massas. Portanto, o volume do solvente (ou a concentração das substâncias) não entrará no cálculo, de 
modo que uma medida simples de volume com micropipeta, por exemplo, é suficiente. O volume utilizado deve ser 
suficiente para solubilizar amostra e PI e para alcançar a altura mínima no tubo de RMN, recomendada pelo fabri-
cante para a sonda utilizada. Agitação em vórtex auxilia na dissolução dos sólidos. Banho de ultrassom também 
pode ser usado desde que não comprometa a estabilidade da amostra. 

Em caso de amostras pouco solúveis ou disponíveis em quantidades pequenas, pode ser necessária uma quantidade 
muito pequena do PI, tornando inviável a pesagem direta do sólido. Nessa situação, uma solução intermediária do 
PI pode ser preparada em solvente deuterado e uma alíquota dessa solução adicionada à amostra. Como o volume 
e a concentração da solução serão usados para calcular a massa de PI adicionada à amostra, os volumes devem ser 
medidos com exatidão nesse caso. Para reduzir a incerteza final, recomenda-se preparo gravimétrico, feito pela 
pesagem tanto do solvente usado para a solução intermediária, quanto da solução de PI adicionada à amostra. 

6.6. Otimização do espectrômetro de RMN
Não existe uma especificação de campo magnético mínimo para ensaios quantitativos, embora campos mais altos 
aumentem a resolução e a sensibilidade, melhorando a exatidão e a precisão dos resultados. Para que os resultados 
sejam quantitativos, é necessário que a amostra esteja totalmente polarizada antes do experimento ser iniciado e 

 sendo nA e nPI o número de núcleos que originaram os sinais do analito e do PI, respectivamente.
 
Uma vez que o uso da razão entre os sinais do analito e do PI é a melhor forma de se obter resultados quantitativos, 
a RMNq é chamada de “método de medição primário de razões” [2], [3]. A razão molar nA/nPI é calculada por:

sendo NPI e NA o número de núcleos equivalentes presentes em cada molécula do PI e do analito, envolvidos nos 
sinais integrados. Por exemplo, se a molécula do PI apresenta 4 átomos de hidrogênio, mas somente 2 originaram o 
sinal que foi integrado, NPI = 2. A equação anterior pode ser adaptada para cálculos de medições por RMNq. Por 
exemplo, para determinar a pureza de uma substância:

 
 
sendo, respectivamente, MA e MPI as massas molares do analito e PI, mPI e mA as massas pesadas do PI e analito e PPI 
a pureza do PI [2].

    BOAS PRÁTICAS PARA OBTER RESULTADOS DE RMNq 
    RASTREÁVEIS AO SI

O BIPM com a colaboração dos Institutos de Metrologia do Brasil (Inmetro), China (NIM), Turquia (UME) e Japão 
(NMIJ) elaborou uma série de documentos a respeito de PIs e procedimentos para RMNq que podem ser acessados 
no endereço https://www.bipm.org/en/bipm/chemistry/organic-analysis/qnmr/ [5]–[11]. Suas principais recomen-
dações serão mostradas a seguir, juntamente com a experiência do Inmetro na área. Esse texto foi pensado para RMN 
de 1H, núcleo que apresenta spin ½, abundância isotópica elevada (99,98 %) e faixa espectral pequena (20 ppm). Se 
outros núcleos forem analisados, outros cuidados devem ser tomados também. Por exemplo, verificar a influência 
do perfil de excitação do pulso é importante em caso de núcleos de faixa espectral extensa, como 19F. Já o fraciona-
mento isotópico natural exerce influência significativa em núcleos menos abundantes, como o 13C [12]–[14]. Além 
disso, os resultados só serão absolutamente quantitativos quando uma sequência simples do tipo pulso-aquisição 
for utilizada já que em sequências mais complexas é muito comum que haja efeitos que potencializam ou inibem 
diferencialmente alguns sinais, como as perdas por relaxação em longas sequências bidimensionais que não são 
equivalentes para todos os sinais visto que cada um possui sua constante de tempo de relaxação.

6.1. Identificação
O primeiro passo para RMNq é confirmar a identidade da substância que será quantificada, utilizando RMN qualitati-
va ou outras técnicas. Em seguida, verificar sua massa molar (M) e o número de núcleos (N) envolvidos em cada sinal 
que será integrado. Depois adquirir um espectro da amostra pura (sem PI) em solução para verificar se os sinais que 
serão integrados estão livres de interferentes. 

6.2. Escolha do solvente 
Na padronização interna, amostra e PI devem estar solúveis no mesmo tubo, portanto o solvente deuterado deve 
solubilizar ambos. Recomenda-se testar a solubilidade antes da análise, pesando as quantidades que serão usadas 
de amostra e PI no mesmo tubo e adicionando o solvente – que não precisa ser deuterado para esse teste. Uma 
fração não solubilizada da amostra ou do PI causará erro no resultado final, portanto devem-se evitar concentrações 
próximas do limite da solubilidade. Os sinais residuais do solvente e da umidade não devem se sobrepor aos sinais 
que serão integrados. Tabelas com os deslocamentos dos solventes mais utilizados estão disponíveis na literatura 
[15]. Um espectro do solvente puro deve ser adquirido para verificar se apresenta alguma impureza que atrapalhará 
a análise.  

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

Para manter a cadeia de rastreabilidade metrológica, deve ser utilizado como PI um material de referência certifica-

    ESPECTROSCOPIA DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA 
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A importância da espectroscopia de RMN para a química analítica e metrologia química vem crescendo em razão de 
seu potencial quantitativo. O Bureau Internacional de Pesos e Medidas (BIPM) e autores relevantes para a área 
consideram a RMNq um método de medição primário, ou seja, um método que fornece resultados diretamente 
rastreáveis ao Sistema Internacional de Unidades (SI), sem precisar de padrões ou materiais de referência interme-
diários, nem de fatores de correção empíricos [1]–[4]. Tomando como exemplo a gravimetria, método primário 
consagrado, é possível facilmente compreender que nem todas as determinações de massa feitas em balanças são 
medições primárias. Na realidade, para que a propriedade do método primário seja mantida, há uma série de requi-
sitos que devem ser seguidos como a calibração adequada, o manuseio correto dos equipamentos e o uso de 
padrões com rastreabilidade, dentre outros. Da mesma forma, nem todas as determinações quantitativas feitas por 
RMN serão consideradas primárias e esse documento tem por objetivo mostrar alguns dos requisitos que devem ser 
seguidos para que a medição tenha essa propriedade.

     PADRÕES PARA RMNq

Como a RMNq se baseia na resposta de determinados núcleos dos compostos que estão sendo analisados, um mate-
rial de referência de uma substância diferente pode ser usado como padrão, desde que essa substância contenha o 
núcleo utilizado na análise, por exemplo, hidrogênio (1H). Essa propriedade é muito útil quando não existe material 
de referência disponível para aquela substância. Por essa razão, a RMNq vem sendo utilizada com frequência em 
determinações de pureza de compostos orgânicos, necessárias para estabelecer a cadeia de rastreabilidade metroló-
gica de medições subsequentes. Além disso, a técnica permite que o mesmo material de referência seja usado em 
diversas quantificações. É necessário porém que os padrões utilizados cumpram uma série de requisitos que serão 
discutidos nesse documento.

    TIPOS DE CALIBRAÇÃO

Embora procedimentos de calibração externa possam ser empregados em RMNq, a calibração interna é mais reco-
mendada por apresentar incerteza de medição menor e potencial para fornecer resultados com rastreabilidade 
metrológica ao SI. Nesse tipo de calibração, um padrão interno (PI) é adicionado junto com a amostra ao tubo de 
RMN. Portanto deve ser usada como PI uma substância que não esteja presente na amostra. A determinação da 
amostra e do PI na mesma análise faz com que ambos estejam sujeitos às mesmas condições experimentais. Isso 
elimina fontes de variação como diâmetro do tubo, duração do pulso de radiofrequência, ganho do receptor e 
número de transientes (scans), por exemplo. Há também métodos de referência eletrônica, nos quais um sinal é 
gerado eletronicamente no espectro da amostra (ERETICTM) ou aqueles que se baseiam em propriedades físicas do 
método (PULCON).

    RMNq COMO MÉTODO DE MEDIÇÃO PRIMÁRIO 
    DE RAZÕES

A resposta do sinal de RMN, particularmente a área do sinal integrado (Ii), é diretamente proporcional ao número de 
núcleos (ni) que originaram aquele sinal:
 

sendo KS uma constante do espectrômetro. Se a aquisição do espectro for feita de maneira adequada para quantifi-
cação, como será mostrado adiante, KS será igual para todos os sinais do espectro. Ainda que na prática não seja 
viável determinar seu valor, o uso da razão entre o sinal do analito (IA) e o de um PI (IPI) permite retirar KS da equa-
ção:

O trabalho do sistema internacional de metrologia é justamente o de prover essa referência comum para uso dos 
laboratórios em suas medições de forma a permitir que os resultados sejam comparáveis internacionalmente. 
Esse trabalho teve início em 1875 com a assinatura do tratado do metro e posteriormente os acordos de reconhe-
cimento mútuo. A importância de um sistema como esse reside no fato de que por meio do reconhecimento 
mútuo, medições realizadas em um país com fins comerciais, por exemplo, não serão questionadas em outro país 
já que o acordo implica em reconhecer que as medições realizadas em outro local são equivalentes àquelas reali-
zadas sob seu controle. Assim, há exemplos fáceis de compreender, como o quilograma que consistia até recente-
mente (maio de 2019) em um padrão físico reconhecido internacionalmente e outros mais difíceis. Após a entrada 
em vigor do novo SI em 20 de maio de 2019, não existem mais padrões físicos e, portanto, todo o sistema depen-
de fortemente dos Institutos Nacionais de Metrologia e da equivalência entre os mesmos, fato que é declarado 
por meio das assim chamadas Capacidades de Medição e Calibração (CMC) para cada área da ciência. O Inmetro 
possui diversas CMC na área de química, demonstrando sua capacidade de produzir materiais químicos rastreá-
veis ao SI e consequentemente capazes de serem usados para produzir resultados comparáveis com aqueles obti-
dos em qualquer ponto do Globo.
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que ocorra relaxação completa de todos os núcleos antes de cada aquisição. A polarização 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. Já o tempo de relaxação depende de diversos fatores, como 
ambiente químico em que o núcleo está inserido, concentração da amostra, solvente utilizado e temperatura [17]. 
Portanto, deve ser avaliado para cada procedimento de medição. Se esses requisitos forem atendidos, pode-se espe-
rar que a resposta seja linear em qualquer concentração, bem como entre amostras e aquisições diferentes.

Os parâmetros de aquisição recomendados para ensaios quantitativos estão resumidos na tabela 1. 

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 laboratório do usuário utilizando procedimento validado de RMNq. Nesse caso, o PI utilizado 
na análise deve ser um MRC produzido por INM ou por produtor acreditado pela norma ABNT NBR ISO 17034. 
Idealmente, o material usado como PI deve apresentar pureza mínima de 995 mg/g (ou 99,5 %) e incerteza de medi-
ção inferior a 5 mg/g (ou 0,5 %). Seu espectro de RMN deve conter poucos picos (de preferência um só) em forma 
de simpleto ou multipleto simples, sem interferentes nas regiões integradas. Deve ser solúvel e inerte no solvente 
de RMN e não deve reagir com a amostra. Para facilitar a pesagem, não deve ser higroscópico, volátil ou sujeito a 
efeitos eletrostáticos. Deve ainda apresentar razão adequada entre número de átomos de hidrogênio quantificáveis 
e massa molar, de modo a evitar a pesagem de massa excessivamente baixa do PI para obter sinais da mesma 
ordem de grandeza da amostra [11].  

Um espectro do PI puro deve ser adquirido no solvente que será usado para verificar se apresenta alguma impureza 
que atrapalhará a análise.

6.4. Pesagem
Erros de pesagem da amostra ou do PI ou perda de material durante transferências subsequentes terão efeito 
direto, sendo essa uma das principais fontes de erro nos resultados de medição. Portanto, o procedimento de pesa-
gem deve estar bem estabelecido e a umidade relativa do laboratório 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-padrão 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-padrão combinada da pesagem seja 3 µg (um nível de incerteza atingido por balan-
ças microanalíticas modernas), a massa mínima pesada deve ser 10 mg para que a incerteza final não fique acima 
do valor esperado. 

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

 

no caso do uso de um MRC como PI, deve-se levar em conta também a quantidade mínima que pode ser usada do 
MRC, conforme descrito em seu certificado. A pesagem não deve ser feita diretamente no tubo de RMN. Além da 
dificuldade para pesar num tubo com abertura tão pequena, a solubilização do material seria difícil. Podem ser 
usados frascos de vidro com auxílio de barcas de pesagem de alumínio, por exemplo. 

6.5. Preparo da amostra
Uma vez que amostra e PI tenham sido pesados adequadamente, o resultado quantitativo dependerá da razão entre 
as duas massas. Portanto, o volume do solvente (ou a concentração das substâncias) não entrará no cálculo, de 
modo que uma medida simples de volume com micropipeta, por exemplo, é suficiente. O volume utilizado deve ser 
suficiente para solubilizar amostra e PI e para alcançar a altura mínima no tubo de RMN, recomendada pelo fabri-
cante para a sonda utilizada. Agitação em vórtex auxilia na dissolução dos sólidos. Banho de ultrassom também 
pode ser usado desde que não comprometa a estabilidade da amostra. 

Em caso de amostras pouco solúveis ou disponíveis em quantidades pequenas, pode ser necessária uma quantidade 
muito pequena do PI, tornando inviável a pesagem direta do sólido. Nessa situação, uma solução intermediária do 
PI pode ser preparada em solvente deuterado e uma alíquota dessa solução adicionada à amostra. Como o volume 
e a concentração da solução serão usados para calcular a massa de PI adicionada à amostra, os volumes devem ser 
medidos com exatidão nesse caso. Para reduzir a incerteza final, recomenda-se preparo gravimétrico, feito pela 
pesagem tanto do solvente usado para a solução intermediária, quanto da solução de PI adicionada à amostra. 

6.6. Otimização do espectrômetro de RMN
Não existe uma especificação de campo magnético mínimo para ensaios quantitativos, embora campos mais altos 
aumentem a resolução e a sensibilidade, melhorando a exatidão e a precisão dos resultados. Para que os resultados 
sejam quantitativos, é necessário que a amostra esteja totalmente polarizada antes do experimento ser iniciado e 

 sendo nA e nPI o número de núcleos que originaram os sinais do analito e do PI, respectivamente.
 
Uma vez que o uso da razão entre os sinais do analito e do PI é a melhor forma de se obter resultados quantitativos, 
a RMNq é chamada de “método de medição primário de razões” [2], [3]. A razão molar nA/nPI é calculada por:

sendo NPI e NA o número de núcleos equivalentes presentes em cada molécula do PI e do analito, envolvidos nos 
sinais integrados. Por exemplo, se a molécula do PI apresenta 4 átomos de hidrogênio, mas somente 2 originaram o 
sinal que foi integrado, NPI = 2. A equação anterior pode ser adaptada para cálculos de medições por RMNq. Por 
exemplo, para determinar a pureza de uma substância:

 
 
sendo, respectivamente, MA e MPI as massas molares do analito e PI, mPI e mA as massas pesadas do PI e analito e PPI 
a pureza do PI [2].

    BOAS PRÁTICAS PARA OBTER RESULTADOS DE RMNq 
    RASTREÁVEIS AO SI

O BIPM com a colaboração dos Institutos de Metrologia do Brasil (Inmetro), China (NIM), Turquia (UME) e Japão 
(NMIJ) elaborou uma série de documentos a respeito de PIs e procedimentos para RMNq que podem ser acessados 
no endereço https://www.bipm.org/en/bipm/chemistry/organic-analysis/qnmr/ [5]–[11]. Suas principais recomen-
dações serão mostradas a seguir, juntamente com a experiência do Inmetro na área. Esse texto foi pensado para RMN 
de 1H, núcleo que apresenta spin ½, abundância isotópica elevada (99,98 %) e faixa espectral pequena (20 ppm). Se 
outros núcleos forem analisados, outros cuidados devem ser tomados também. Por exemplo, verificar a influência 
do perfil de excitação do pulso é importante em caso de núcleos de faixa espectral extensa, como 19F. Já o fraciona-
mento isotópico natural exerce influência significativa em núcleos menos abundantes, como o 13C [12]–[14]. Além 
disso, os resultados só serão absolutamente quantitativos quando uma sequência simples do tipo pulso-aquisição 
for utilizada já que em sequências mais complexas é muito comum que haja efeitos que potencializam ou inibem 
diferencialmente alguns sinais, como as perdas por relaxação em longas sequências bidimensionais que não são 
equivalentes para todos os sinais visto que cada um possui sua constante de tempo de relaxação.

6.1. Identificação
O primeiro passo para RMNq é confirmar a identidade da substância que será quantificada, utilizando RMN qualitati-
va ou outras técnicas. Em seguida, verificar sua massa molar (M) e o número de núcleos (N) envolvidos em cada sinal 
que será integrado. Depois adquirir um espectro da amostra pura (sem PI) em solução para verificar se os sinais que 
serão integrados estão livres de interferentes. 

6.2. Escolha do solvente 
Na padronização interna, amostra e PI devem estar solúveis no mesmo tubo, portanto o solvente deuterado deve 
solubilizar ambos. Recomenda-se testar a solubilidade antes da análise, pesando as quantidades que serão usadas 
de amostra e PI no mesmo tubo e adicionando o solvente – que não precisa ser deuterado para esse teste. Uma 
fração não solubilizada da amostra ou do PI causará erro no resultado final, portanto devem-se evitar concentrações 
próximas do limite da solubilidade. Os sinais residuais do solvente e da umidade não devem se sobrepor aos sinais 
que serão integrados. Tabelas com os deslocamentos dos solventes mais utilizados estão disponíveis na literatura 
[15]. Um espectro do solvente puro deve ser adquirido para verificar se apresenta alguma impureza que atrapalhará 
a análise.  

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

Para manter a cadeia de rastreabilidade metrológica, deve ser utilizado como PI um material de referência certifica-

    ESPECTROSCOPIA DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA 
    NUCLEAR QUANTITATIVA (RMNq)

A importância da espectroscopia de RMN para a química analítica e metrologia química vem crescendo em razão de 
seu potencial quantitativo. O Bureau Internacional de Pesos e Medidas (BIPM) e autores relevantes para a área 
consideram a RMNq um método de medição primário, ou seja, um método que fornece resultados diretamente 
rastreáveis ao Sistema Internacional de Unidades (SI), sem precisar de padrões ou materiais de referência interme-
diários, nem de fatores de correção empíricos [1]–[4]. Tomando como exemplo a gravimetria, método primário 
consagrado, é possível facilmente compreender que nem todas as determinações de massa feitas em balanças são 
medições primárias. Na realidade, para que a propriedade do método primário seja mantida, há uma série de requi-
sitos que devem ser seguidos como a calibração adequada, o manuseio correto dos equipamentos e o uso de 
padrões com rastreabilidade, dentre outros. Da mesma forma, nem todas as determinações quantitativas feitas por 
RMN serão consideradas primárias e esse documento tem por objetivo mostrar alguns dos requisitos que devem ser 
seguidos para que a medição tenha essa propriedade.

     PADRÕES PARA RMNq

Como a RMNq se baseia na resposta de determinados núcleos dos compostos que estão sendo analisados, um mate-
rial de referência de uma substância diferente pode ser usado como padrão, desde que essa substância contenha o 
núcleo utilizado na análise, por exemplo, hidrogênio (1H). Essa propriedade é muito útil quando não existe material 
de referência disponível para aquela substância. Por essa razão, a RMNq vem sendo utilizada com frequência em 
determinações de pureza de compostos orgânicos, necessárias para estabelecer a cadeia de rastreabilidade metroló-
gica de medições subsequentes. Além disso, a técnica permite que o mesmo material de referência seja usado em 
diversas quantificações. É necessário porém que os padrões utilizados cumpram uma série de requisitos que serão 
discutidos nesse documento.

    TIPOS DE CALIBRAÇÃO

Embora procedimentos de calibração externa possam ser empregados em RMNq, a calibração interna é mais reco-
mendada por apresentar incerteza de medição menor e potencial para fornecer resultados com rastreabilidade 
metrológica ao SI. Nesse tipo de calibração, um padrão interno (PI) é adicionado junto com a amostra ao tubo de 
RMN. Portanto deve ser usada como PI uma substância que não esteja presente na amostra. A determinação da 
amostra e do PI na mesma análise faz com que ambos estejam sujeitos às mesmas condições experimentais. Isso 
elimina fontes de variação como diâmetro do tubo, duração do pulso de radiofrequência, ganho do receptor e 
número de transientes (scans), por exemplo. Há também métodos de referência eletrônica, nos quais um sinal é 
gerado eletronicamente no espectro da amostra (ERETICTM) ou aqueles que se baseiam em propriedades físicas do 
método (PULCON).

    RMNq COMO MÉTODO DE MEDIÇÃO PRIMÁRIO 
    DE RAZÕES

A resposta do sinal de RMN, particularmente a área do sinal integrado (Ii), é diretamente proporcional ao número de 
núcleos (ni) que originaram aquele sinal:
 

sendo KS uma constante do espectrômetro. Se a aquisição do espectro for feita de maneira adequada para quantifi-
cação, como será mostrado adiante, KS será igual para todos os sinais do espectro. Ainda que na prática não seja 
viável determinar seu valor, o uso da razão entre o sinal do analito (IA) e o de um PI (IPI) permite retirar KS da equa-
ção:

O trabalho do sistema internacional de metrologia é justamente o de prover essa referência comum para uso dos 
laboratórios em suas medições de forma a permitir que os resultados sejam comparáveis internacionalmente. 
Esse trabalho teve início em 1875 com a assinatura do tratado do metro e posteriormente os acordos de reconhe-
cimento mútuo. A importância de um sistema como esse reside no fato de que por meio do reconhecimento 
mútuo, medições realizadas em um país com fins comerciais, por exemplo, não serão questionadas em outro país 
já que o acordo implica em reconhecer que as medições realizadas em outro local são equivalentes àquelas reali-
zadas sob seu controle. Assim, há exemplos fáceis de compreender, como o quilograma que consistia até recente-
mente (maio de 2019) em um padrão físico reconhecido internacionalmente e outros mais difíceis. Após a entrada 
em vigor do novo SI em 20 de maio de 2019, não existem mais padrões físicos e, portanto, todo o sistema depen-
de fortemente dos Institutos Nacionais de Metrologia e da equivalência entre os mesmos, fato que é declarado 
por meio das assim chamadas Capacidades de Medição e Calibração (CMC) para cada área da ciência. O Inmetro 
possui diversas CMC na área de química, demonstrando sua capacidade de produzir materiais químicos rastreá-
veis ao SI e consequentemente capazes de serem usados para produzir resultados comparáveis com aqueles obti-
dos em qualquer ponto do Globo.

 

GUIA PARA OBTER RESULTADOS RASTREÁVEIS 
AO SISTEMA INTERNACIONAL DE UNIDADES (SI)

CALIBRAÇÃO EM RMNq

A rastreabilidade metrológica é a propriedade de um resultado de medição pela qual tal resultado pode ser 
relacionado a uma cadeia ininterrupta e documentada de calibrações cada uma contribuindo para a incerteza de 
medição [1]. Na prática, cada vez que se usa um padrão para uma determinação em química analítica, a rastreabi-
lidade metrológica do resultado daquela medição passa a depender da rastreabilidade metrológica do padrão 
utilizado. Assim, se um padrão comercial for utilizado, visto que sua fração mássica (de pureza ou concentração) 
não é rastreável ao SI, o resultado daquela medição também não será. Isso significa na prática que esse resultado 
só poderá ser comparado com um outro resultado obtido utilizando o mesmo padrão. Daí nasce a propriedade da 
comparabilidade.

Dois resultados de medição só podem ser comparados se ambos forem rastreáveis a uma referência em comum 
(figura 1). 

RASTREABILIDADE METROLÓGICA: 
O QUE É E QUAL A SUA IMPORTÂNCIA?
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Figura 1 - Esquema simplificado de rastreabilidade metrológica em química



que ocorra relaxação completa de todos os núcleos antes de cada aquisição. A polarização 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. Já o tempo de relaxação depende de diversos fatores, como 
ambiente químico em que o núcleo está inserido, concentração da amostra, solvente utilizado e temperatura [17]. 
Portanto, deve ser avaliado para cada procedimento de medição. Se esses requisitos forem atendidos, pode-se espe-
rar que a resposta seja linear em qualquer concentração, bem como entre amostras e aquisições diferentes.

Os parâmetros de aquisição recomendados para ensaios quantitativos estão resumidos na tabela 1. 

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 laboratório do usuário utilizando procedimento validado de RMNq. Nesse caso, o PI utilizado 
na análise deve ser um MRC produzido por INM ou por produtor acreditado pela norma ABNT NBR ISO 17034. 
Idealmente, o material usado como PI deve apresentar pureza mínima de 995 mg/g (ou 99,5 %) e incerteza de medi-
ção inferior a 5 mg/g (ou 0,5 %). Seu espectro de RMN deve conter poucos picos (de preferência um só) em forma 
de simpleto ou multipleto simples, sem interferentes nas regiões integradas. Deve ser solúvel e inerte no solvente 
de RMN e não deve reagir com a amostra. Para facilitar a pesagem, não deve ser higroscópico, volátil ou sujeito a 
efeitos eletrostáticos. Deve ainda apresentar razão adequada entre número de átomos de hidrogênio quantificáveis 
e massa molar, de modo a evitar a pesagem de massa excessivamente baixa do PI para obter sinais da mesma 
ordem de grandeza da amostra [11].  

Um espectro do PI puro deve ser adquirido no solvente que será usado para verificar se apresenta alguma impureza 
que atrapalhará a análise.

6.4. Pesagem
Erros de pesagem da amostra ou do PI ou perda de material durante transferências subsequentes terão efeito 
direto, sendo essa uma das principais fontes de erro nos resultados de medição. Portanto, o procedimento de pesa-
gem deve estar bem estabelecido e a umidade relativa do laboratório 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-padrão 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-padrão combinada da pesagem seja 3 µg (um nível de incerteza atingido por balan-
ças microanalíticas modernas), a massa mínima pesada deve ser 10 mg para que a incerteza final não fique acima 
do valor esperado. 

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

 

no caso do uso de um MRC como PI, deve-se levar em conta também a quantidade mínima que pode ser usada do 
MRC, conforme descrito em seu certificado. A pesagem não deve ser feita diretamente no tubo de RMN. Além da 
dificuldade para pesar num tubo com abertura tão pequena, a solubilização do material seria difícil. Podem ser 
usados frascos de vidro com auxílio de barcas de pesagem de alumínio, por exemplo. 

6.5. Preparo da amostra
Uma vez que amostra e PI tenham sido pesados adequadamente, o resultado quantitativo dependerá da razão entre 
as duas massas. Portanto, o volume do solvente (ou a concentração das substâncias) não entrará no cálculo, de 
modo que uma medida simples de volume com micropipeta, por exemplo, é suficiente. O volume utilizado deve ser 
suficiente para solubilizar amostra e PI e para alcançar a altura mínima no tubo de RMN, recomendada pelo fabri-
cante para a sonda utilizada. Agitação em vórtex auxilia na dissolução dos sólidos. Banho de ultrassom também 
pode ser usado desde que não comprometa a estabilidade da amostra. 

Em caso de amostras pouco solúveis ou disponíveis em quantidades pequenas, pode ser necessária uma quantidade 
muito pequena do PI, tornando inviável a pesagem direta do sólido. Nessa situação, uma solução intermediária do 
PI pode ser preparada em solvente deuterado e uma alíquota dessa solução adicionada à amostra. Como o volume 
e a concentração da solução serão usados para calcular a massa de PI adicionada à amostra, os volumes devem ser 
medidos com exatidão nesse caso. Para reduzir a incerteza final, recomenda-se preparo gravimétrico, feito pela 
pesagem tanto do solvente usado para a solução intermediária, quanto da solução de PI adicionada à amostra. 

6.6. Otimização do espectrômetro de RMN
Não existe uma especificação de campo magnético mínimo para ensaios quantitativos, embora campos mais altos 
aumentem a resolução e a sensibilidade, melhorando a exatidão e a precisão dos resultados. Para que os resultados 
sejam quantitativos, é necessário que a amostra esteja totalmente polarizada antes do experimento ser iniciado e 

 sendo nA e nPI o número de núcleos que originaram os sinais do analito e do PI, respectivamente.
 
Uma vez que o uso da razão entre os sinais do analito e do PI é a melhor forma de se obter resultados quantitativos, 
a RMNq é chamada de “método de medição primário de razões” [2], [3]. A razão molar nA/nPI é calculada por:

sendo NPI e NA o número de núcleos equivalentes presentes em cada molécula do PI e do analito, envolvidos nos 
sinais integrados. Por exemplo, se a molécula do PI apresenta 4 átomos de hidrogênio, mas somente 2 originaram o 
sinal que foi integrado, NPI = 2. A equação anterior pode ser adaptada para cálculos de medições por RMNq. Por 
exemplo, para determinar a pureza de uma substância:

 
 
sendo, respectivamente, MA e MPI as massas molares do analito e PI, mPI e mA as massas pesadas do PI e analito e PPI 
a pureza do PI [2].

    BOAS PRÁTICAS PARA OBTER RESULTADOS DE RMNq 
    RASTREÁVEIS AO SI

O BIPM com a colaboração dos Institutos de Metrologia do Brasil (Inmetro), China (NIM), Turquia (UME) e Japão 
(NMIJ) elaborou uma série de documentos a respeito de PIs e procedimentos para RMNq que podem ser acessados 
no endereço https://www.bipm.org/en/bipm/chemistry/organic-analysis/qnmr/ [5]–[11]. Suas principais recomen-
dações serão mostradas a seguir, juntamente com a experiência do Inmetro na área. Esse texto foi pensado para RMN 
de 1H, núcleo que apresenta spin ½, abundância isotópica elevada (99,98 %) e faixa espectral pequena (20 ppm). Se 
outros núcleos forem analisados, outros cuidados devem ser tomados também. Por exemplo, verificar a influência 
do perfil de excitação do pulso é importante em caso de núcleos de faixa espectral extensa, como 19F. Já o fraciona-
mento isotópico natural exerce influência significativa em núcleos menos abundantes, como o 13C [12]–[14]. Além 
disso, os resultados só serão absolutamente quantitativos quando uma sequência simples do tipo pulso-aquisição 
for utilizada já que em sequências mais complexas é muito comum que haja efeitos que potencializam ou inibem 
diferencialmente alguns sinais, como as perdas por relaxação em longas sequências bidimensionais que não são 
equivalentes para todos os sinais visto que cada um possui sua constante de tempo de relaxação.

6.1. Identificação
O primeiro passo para RMNq é confirmar a identidade da substância que será quantificada, utilizando RMN qualitati-
va ou outras técnicas. Em seguida, verificar sua massa molar (M) e o número de núcleos (N) envolvidos em cada sinal 
que será integrado. Depois adquirir um espectro da amostra pura (sem PI) em solução para verificar se os sinais que 
serão integrados estão livres de interferentes. 

6.2. Escolha do solvente 
Na padronização interna, amostra e PI devem estar solúveis no mesmo tubo, portanto o solvente deuterado deve 
solubilizar ambos. Recomenda-se testar a solubilidade antes da análise, pesando as quantidades que serão usadas 
de amostra e PI no mesmo tubo e adicionando o solvente – que não precisa ser deuterado para esse teste. Uma 
fração não solubilizada da amostra ou do PI causará erro no resultado final, portanto devem-se evitar concentrações 
próximas do limite da solubilidade. Os sinais residuais do solvente e da umidade não devem se sobrepor aos sinais 
que serão integrados. Tabelas com os deslocamentos dos solventes mais utilizados estão disponíveis na literatura 
[15]. Um espectro do solvente puro deve ser adquirido para verificar se apresenta alguma impureza que atrapalhará 
a análise.  

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

Para manter a cadeia de rastreabilidade metrológica, deve ser utilizado como PI um material de referência certifica-

    ESPECTROSCOPIA DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA 
    NUCLEAR QUANTITATIVA (RMNq)

A importância da espectroscopia de RMN para a química analítica e metrologia química vem crescendo em razão de 
seu potencial quantitativo. O Bureau Internacional de Pesos e Medidas (BIPM) e autores relevantes para a área 
consideram a RMNq um método de medição primário, ou seja, um método que fornece resultados diretamente 
rastreáveis ao Sistema Internacional de Unidades (SI), sem precisar de padrões ou materiais de referência interme-
diários, nem de fatores de correção empíricos [1]–[4]. Tomando como exemplo a gravimetria, método primário 
consagrado, é possível facilmente compreender que nem todas as determinações de massa feitas em balanças são 
medições primárias. Na realidade, para que a propriedade do método primário seja mantida, há uma série de requi-
sitos que devem ser seguidos como a calibração adequada, o manuseio correto dos equipamentos e o uso de 
padrões com rastreabilidade, dentre outros. Da mesma forma, nem todas as determinações quantitativas feitas por 
RMN serão consideradas primárias e esse documento tem por objetivo mostrar alguns dos requisitos que devem ser 
seguidos para que a medição tenha essa propriedade.

     PADRÕES PARA RMNq

Como a RMNq se baseia na resposta de determinados núcleos dos compostos que estão sendo analisados, um mate-
rial de referência de uma substância diferente pode ser usado como padrão, desde que essa substância contenha o 
núcleo utilizado na análise, por exemplo, hidrogênio (1H). Essa propriedade é muito útil quando não existe material 
de referência disponível para aquela substância. Por essa razão, a RMNq vem sendo utilizada com frequência em 
determinações de pureza de compostos orgânicos, necessárias para estabelecer a cadeia de rastreabilidade metroló-
gica de medições subsequentes. Além disso, a técnica permite que o mesmo material de referência seja usado em 
diversas quantificações. É necessário porém que os padrões utilizados cumpram uma série de requisitos que serão 
discutidos nesse documento.

    TIPOS DE CALIBRAÇÃO

Embora procedimentos de calibração externa possam ser empregados em RMNq, a calibração interna é mais reco-
mendada por apresentar incerteza de medição menor e potencial para fornecer resultados com rastreabilidade 
metrológica ao SI. Nesse tipo de calibração, um padrão interno (PI) é adicionado junto com a amostra ao tubo de 
RMN. Portanto deve ser usada como PI uma substância que não esteja presente na amostra. A determinação da 
amostra e do PI na mesma análise faz com que ambos estejam sujeitos às mesmas condições experimentais. Isso 
elimina fontes de variação como diâmetro do tubo, duração do pulso de radiofrequência, ganho do receptor e 
número de transientes (scans), por exemplo. Há também métodos de referência eletrônica, nos quais um sinal é 
gerado eletronicamente no espectro da amostra (ERETICTM) ou aqueles que se baseiam em propriedades físicas do 
método (PULCON).

    RMNq COMO MÉTODO DE MEDIÇÃO PRIMÁRIO 
    DE RAZÕES

A resposta do sinal de RMN, particularmente a área do sinal integrado (Ii), é diretamente proporcional ao número de 
núcleos (ni) que originaram aquele sinal:
 

sendo KS uma constante do espectrômetro. Se a aquisição do espectro for feita de maneira adequada para quantifi-
cação, como será mostrado adiante, KS será igual para todos os sinais do espectro. Ainda que na prática não seja 
viável determinar seu valor, o uso da razão entre o sinal do analito (IA) e o de um PI (IPI) permite retirar KS da equa-
ção:

O trabalho do sistema internacional de metrologia é justamente o de prover essa referência comum para uso dos 
laboratórios em suas medições de forma a permitir que os resultados sejam comparáveis internacionalmente. 
Esse trabalho teve início em 1875 com a assinatura do tratado do metro e posteriormente os acordos de reconhe-
cimento mútuo. A importância de um sistema como esse reside no fato de que por meio do reconhecimento 
mútuo, medições realizadas em um país com fins comerciais, por exemplo, não serão questionadas em outro país 
já que o acordo implica em reconhecer que as medições realizadas em outro local são equivalentes àquelas reali-
zadas sob seu controle. Assim, há exemplos fáceis de compreender, como o quilograma que consistia até recente-
mente (maio de 2019) em um padrão físico reconhecido internacionalmente e outros mais difíceis. Após a entrada 
em vigor do novo SI em 20 de maio de 2019, não existem mais padrões físicos e, portanto, todo o sistema depen-
de fortemente dos Institutos Nacionais de Metrologia e da equivalência entre os mesmos, fato que é declarado 
por meio das assim chamadas Capacidades de Medição e Calibração (CMC) para cada área da ciência. O Inmetro 
possui diversas CMC na área de química, demonstrando sua capacidade de produzir materiais químicos rastreá-
veis ao SI e consequentemente capazes de serem usados para produzir resultados comparáveis com aqueles obti-
dos em qualquer ponto do Globo.
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CALIBRAÇÃO EM RMNq
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É extremamente importante ressaltar que o princípio das medições feitas utilizando o método 
PULCON leva em conta a duração (largura) do pulso utilizado na aquisição, ou seja, esse parâme-
tro deve obrigatoriamente ser determinado em cada amostra a ser medida levando em conta a 
largura obtida para o sinal de interesse. Caso isso não seja feito, o método será na realidade uma 
padronização externa simples e não mais uma medida com PULCON. Maiores informações práti-
cas sobre esse método e suas fontes de incerteza podem ser vistas na referência [22]. 

Para a calibração da referência eletrônica, uma amostra de um MRC que cumpra os mesmos 
requisitos da seção 6.3 deve ser preparada. Nesse caso, é importante que o preparo seja feito 
de forma a resultar em uma concentração muito bem caracterizada, ou seja, a pesagem do pó 
deve ser feita de acordo com 6.4 e a adição do solvente deve ser feita com uma micropipeta 
calibrada. Na ausência de material volumétrico calibrado ou para uma exatidão ainda melhor, o 
preparo pode ser feito de forma totalmente gravimétrica (pesando-se o pó e o solvente adicio-
nado). Os mesmos cuidados de preparo devem ser aplicados nas amostras. Todos os outros 
cuidados mencionados na seção 6 devem ser considerados na aquisição e tratamento dos 
dados.

    MRCS PRODUZIDOS PELO INMETRO PARA USO EM RMNq

O Inmetro certificou um conjunto de MRCs de pureza elevada para serem utilizados como PI e 
calibrantes para referências eletrônicas em ensaios de RMNq. Os lotes de cada substância candi-
data à certificação foram sendo submetidos a diversos estudos para comprovar que são homo-
gêneos e estáveis. Além disso, seus valores de pureza foram sendo caracterizados por aborda-
gens independentes como RMNq, balanço de massas (método baseado na quantificação de 
todas as impurezas presentes no material), depressão do ponto de fusão (determinada por calo-
rimetria exploratória diferencial – DSC) e titulação coulométrica, dependendo do caso. Todos 
esses estudos são necessários para garantir o rigor dos valores certificados, já que esses mate-
riais estão no topo da hierarquia metrológica e serão utilizados para dar rastreabilidade a resul-
tados de ensaios subsequentes. 

Os estudos da certificação dos 4 primeiros MRCs desse tipo produzidos pelo Inmetro estão em 
fase de conclusão e esses materiais serão disponibilizados até o final de 2019. Na tabela 2, 
informações sobre esses MRCs. Os valores de solubilidade apresentados foram testados no 
laboratório. É possível que o limite da solubilidade seja maior. 

que ocorra relaxação completa de todos os núcleos antes de cada aquisição. A polarização 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. Já o tempo de relaxação depende de diversos fatores, como 
ambiente químico em que o núcleo está inserido, concentração da amostra, solvente utilizado e temperatura [17]. 
Portanto, deve ser avaliado para cada procedimento de medição. Se esses requisitos forem atendidos, pode-se espe-
rar que a resposta seja linear em qualquer concentração, bem como entre amostras e aquisições diferentes.

Os parâmetros de aquisição recomendados para ensaios quantitativos estão resumidos na tabela 1. 

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 laboratório do usuário utilizando procedimento validado de RMNq. Nesse caso, o PI utilizado 
na análise deve ser um MRC produzido por INM ou por produtor acreditado pela norma ABNT NBR ISO 17034. 
Idealmente, o material usado como PI deve apresentar pureza mínima de 995 mg/g (ou 99,5 %) e incerteza de medi-
ção inferior a 5 mg/g (ou 0,5 %). Seu espectro de RMN deve conter poucos picos (de preferência um só) em forma 
de simpleto ou multipleto simples, sem interferentes nas regiões integradas. Deve ser solúvel e inerte no solvente 
de RMN e não deve reagir com a amostra. Para facilitar a pesagem, não deve ser higroscópico, volátil ou sujeito a 
efeitos eletrostáticos. Deve ainda apresentar razão adequada entre número de átomos de hidrogênio quantificáveis 
e massa molar, de modo a evitar a pesagem de massa excessivamente baixa do PI para obter sinais da mesma 
ordem de grandeza da amostra [11].  

Um espectro do PI puro deve ser adquirido no solvente que será usado para verificar se apresenta alguma impureza 
que atrapalhará a análise.

6.4. Pesagem
Erros de pesagem da amostra ou do PI ou perda de material durante transferências subsequentes terão efeito 
direto, sendo essa uma das principais fontes de erro nos resultados de medição. Portanto, o procedimento de pesa-
gem deve estar bem estabelecido e a umidade relativa do laboratório 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-padrão 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-padrão combinada da pesagem seja 3 µg (um nível de incerteza atingido por balan-
ças microanalíticas modernas), a massa mínima pesada deve ser 10 mg para que a incerteza final não fique acima 
do valor esperado. 

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

no caso do uso de um MRC como PI, deve-se levar em conta também a quantidade mínima que pode ser usada do 
MRC, conforme descrito em seu certificado. A pesagem não deve ser feita diretamente no tubo de RMN. Além da 
dificuldade para pesar num tubo com abertura tão pequena, a solubilização do material seria difícil. Podem ser 
usados frascos de vidro com auxílio de barcas de pesagem de alumínio, por exemplo. 

6.5. Preparo da amostra
Uma vez que amostra e PI tenham sido pesados adequadamente, o resultado quantitativo dependerá da razão entre 
as duas massas. Portanto, o volume do solvente (ou a concentração das substâncias) não entrará no cálculo, de 
modo que uma medida simples de volume com micropipeta, por exemplo, é suficiente. O volume utilizado deve ser 
suficiente para solubilizar amostra e PI e para alcançar a altura mínima no tubo de RMN, recomendada pelo fabri-
cante para a sonda utilizada. Agitação em vórtex auxilia na dissolução dos sólidos. Banho de ultrassom também 
pode ser usado desde que não comprometa a estabilidade da amostra. 

Em caso de amostras pouco solúveis ou disponíveis em quantidades pequenas, pode ser necessária uma quantidade 
muito pequena do PI, tornando inviável a pesagem direta do sólido. Nessa situação, uma solução intermediária do 
PI pode ser preparada em solvente deuterado e uma alíquota dessa solução adicionada à amostra. Como o volume 
e a concentração da solução serão usados para calcular a massa de PI adicionada à amostra, os volumes devem ser 
medidos com exatidão nesse caso. Para reduzir a incerteza final, recomenda-se preparo gravimétrico, feito pela 
pesagem tanto do solvente usado para a solução intermediária, quanto da solução de PI adicionada à amostra. 

6.6. Otimização do espectrômetro de RMN
Não existe uma especificação de campo magnético mínimo para ensaios quantitativos, embora campos mais altos 
aumentem a resolução e a sensibilidade, melhorando a exatidão e a precisão dos resultados. Para que os resultados 
sejam quantitativos, é necessário que a amostra esteja totalmente polarizada antes do experimento ser iniciado e 

 sendo nA e nPI o número de núcleos que originaram os sinais do analito e do PI, respectivamente.
 
Uma vez que o uso da razão entre os sinais do analito e do PI é a melhor forma de se obter resultados quantitativos, 
a RMNq é chamada de “método de medição primário de razões” [2], [3]. A razão molar nA/nPI é calculada por:

sendo NPI e NA o número de núcleos equivalentes presentes em cada molécula do PI e do analito, envolvidos nos 
sinais integrados. Por exemplo, se a molécula do PI apresenta 4 átomos de hidrogênio, mas somente 2 originaram o 
sinal que foi integrado, NPI = 2. A equação anterior pode ser adaptada para cálculos de medições por RMNq. Por 
exemplo, para determinar a pureza de uma substância:

 
 
sendo, respectivamente, MA e MPI as massas molares do analito e PI, mPI e mA as massas pesadas do PI e analito e PPI
a pureza do PI [2].

    BOAS PRÁTICAS PARA OBTER RESULTADOS DE RMNq 
    RASTREÁVEIS AO SI

O BIPM com a colaboração dos Institutos de Metrologia do Brasil (Inmetro), China (NIM), Turquia (UME) e Japão 
(NMIJ) elaborou uma série de documentos a respeito de PIs e procedimentos para RMNq que podem ser acessados 
no endereço https://www.bipm.org/en/bipm/chemistry/organic-analysis/qnmr/ [5]–[11]. Suas principais recomen-
dações serão mostradas a seguir, juntamente com a experiência do Inmetro na área. Esse texto foi pensado para RMN 
de 1H, núcleo que apresenta spin ½, abundância isotópica elevada (99,98 %) e faixa espectral pequena (20 ppm). Se 
outros núcleos forem analisados, outros cuidados devem ser tomados também. Por exemplo, verificar a influência 
do perfil de excitação do pulso é importante em caso de núcleos de faixa espectral extensa, como 19F. Já o fraciona-
mento isotópico natural exerce influência significativa em núcleos menos abundantes, como o 13C [12]–[14]. Além 
disso, os resultados só serão absolutamente quantitativos quando uma sequência simples do tipo pulso-aquisição 
for utilizada já que em sequências mais complexas é muito comum que haja efeitos que potencializam ou inibem 
diferencialmente alguns sinais, como as perdas por relaxação em longas sequências bidimensionais que não são 
equivalentes para todos os sinais visto que cada um possui sua constante de tempo de relaxação.

6.1. Identificação
O primeiro passo para RMNq é confirmar a identidade da substância que será quantificada, utilizando RMN qualitati-
va ou outras técnicas. Em seguida, verificar sua massa molar (M) e o número de núcleos (N) envolvidos em cada sinal 
que será integrado. Depois adquirir um espectro da amostra pura (sem PI) em solução para verificar se os sinais que 
serão integrados estão livres de interferentes. 

6.2. Escolha do solvente 
Na padronização interna, amostra e PI devem estar solúveis no mesmo tubo, portanto o solvente deuterado deve 
solubilizar ambos. Recomenda-se testar a solubilidade antes da análise, pesando as quantidades que serão usadas 
de amostra e PI no mesmo tubo e adicionando o solvente – que não precisa ser deuterado para esse teste. Uma 
fração não solubilizada da amostra ou do PI causará erro no resultado final, portanto devem-se evitar concentrações 
próximas do limite da solubilidade. Os sinais residuais do solvente e da umidade não devem se sobrepor aos sinais 
que serão integrados. Tabelas com os deslocamentos dos solventes mais utilizados estão disponíveis na literatura 
[15]. Um espectro do solvente puro deve ser adquirido para verificar se apresenta alguma impureza que atrapalhará 
a análise.  

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

Para manter a cadeia de rastreabilidade metrológica, deve ser utilizado como PI um material de referência certifica-
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A importância da espectroscopia de RMN para a química analítica e metrologia química vem crescendo em razão de 
seu potencial quantitativo. O Bureau Internacional de Pesos e Medidas (BIPM) e autores relevantes para a área 
consideram a RMNq um método de medição primário, ou seja, um método que fornece resultados diretamente 
rastreáveis ao Sistema Internacional de Unidades (SI), sem precisar de padrões ou materiais de referência interme-
diários, nem de fatores de correção empíricos [1]–[4]. Tomando como exemplo a gravimetria, método primário 
consagrado, é possível facilmente compreender que nem todas as determinações de massa feitas em balanças são 
medições primárias. Na realidade, para que a propriedade do método primário seja mantida, há uma série de requi-
sitos que devem ser seguidos como a calibração adequada, o manuseio correto dos equipamentos e o uso de 
padrões com rastreabilidade, dentre outros. Da mesma forma, nem todas as determinações quantitativas feitas por 
RMN serão consideradas primárias e esse documento tem por objetivo mostrar alguns dos requisitos que devem ser 
seguidos para que a medição tenha essa propriedade.

     PADRÕES PARA RMNq

Como a RMNq se baseia na resposta de determinados núcleos dos compostos que estão sendo analisados, um mate-
rial de referência de uma substância diferente pode ser usado como padrão, desde que essa substância contenha o 
núcleo utilizado na análise, por exemplo, hidrogênio (1H). Essa propriedade é muito útil quando não existe material 
de referência disponível para aquela substância. Por essa razão, a RMNq vem sendo utilizada com frequência em 
determinações de pureza de compostos orgânicos, necessárias para estabelecer a cadeia de rastreabilidade metroló-
gica de medições subsequentes. Além disso, a técnica permite que o mesmo material de referência seja usado em 
diversas quantificações. É necessário porém que os padrões utilizados cumpram uma série de requisitos que serão 
discutidos nesse documento.

    TIPOS DE CALIBRAÇÃO

Embora procedimentos de calibração externa possam ser empregados em RMNq, a calibração interna é mais reco-
mendada por apresentar incerteza de medição menor e potencial para fornecer resultados com rastreabilidade 
metrológica ao SI. Nesse tipo de calibração, um padrão interno (PI) é adicionado junto com a amostra ao tubo de 
RMN. Portanto deve ser usada como PI uma substância que não esteja presente na amostra. A determinação da 
amostra e do PI na mesma análise faz com que ambos estejam sujeitos às mesmas condições experimentais. Isso 
elimina fontes de variação como diâmetro do tubo, duração do pulso de radiofrequência, ganho do receptor e 
número de transientes (scans), por exemplo. Há também métodos de referência eletrônica, nos quais um sinal é 
gerado eletronicamente no espectro da amostra (ERETICTM) ou aqueles que se baseiam em propriedades físicas do 
método (PULCON).

    RMNq COMO MÉTODO DE MEDIÇÃO PRIMÁRIO 
    DE RAZÕES

A resposta do sinal de RMN, particularmente a área do sinal integrado (Ii), é diretamente proporcional ao número de 
núcleos (ni) que originaram aquele sinal:
 

sendo KS uma constante do espectrômetro. Se a aquisição do espectro for feita de maneira adequada para quantifi-
cação, como será mostrado adiante, KS será igual para todos os sinais do espectro. Ainda que na prática não seja 
viável determinar seu valor, o uso da razão entre o sinal do analito (IA) e o de um PI (IPI) permite retirar KS da equa-
ção:

O trabalho do sistema internacional de metrologia é justamente o de prover essa referência comum para uso dos 
laboratórios em suas medições de forma a permitir que os resultados sejam comparáveis internacionalmente. 
Esse trabalho teve início em 1875 com a assinatura do tratado do metro e posteriormente os acordos de reconhe-
cimento mútuo. A importância de um sistema como esse reside no fato de que por meio do reconhecimento 
mútuo, medições realizadas em um país com fins comerciais, por exemplo, não serão questionadas em outro país 
já que o acordo implica em reconhecer que as medições realizadas em outro local são equivalentes àquelas reali-
zadas sob seu controle. Assim, há exemplos fáceis de compreender, como o quilograma que consistia até recente-
mente (maio de 2019) em um padrão físico reconhecido internacionalmente e outros mais difíceis. Após a entrada 
em vigor do novo SI em 20 de maio de 2019, não existem mais padrões físicos e, portanto, todo o sistema depen-
de fortemente dos Institutos Nacionais de Metrologia e da equivalência entre os mesmos, fato que é declarado 
por meio das assim chamadas Capacidades de Medição e Calibração (CMC) para cada área da ciência. O Inmetro 
possui diversas CMC na área de química, demonstrando sua capacidade de produzir materiais químicos rastreá-
veis ao SI e consequentemente capazes de serem usados para produzir resultados comparáveis com aqueles obti-
dos em qualquer ponto do Globo.

 

GUIA PARA OBTER RESULTADOS RASTREÁVEIS 
AO SISTEMA INTERNACIONAL DE UNIDADES (SI)

CALIBRAÇÃO EM RMNq

6.

Experimentos bidimensionais como HSQC podem ajudar a verificar se os sinais escolhidos para quantificação são 
unicamente da amostra ou do PI, sem contribuição de impurezas. Entretanto, a sensibilidade desses experimentos 
é baixa e a ausência de interferências detectáveis não garante que o sinal está totalmente livre de sobreposição 
com outros picos.

6.7. Processamento dos espectros
O processamento dos espectros exerce influência expressiva nos resultados de RMNq. Durante a etapa de treina-
mento de analistas novos, sugere-se comparar seu processamento com o de outros mais experientes e ver se os 
resultados são concordantes. Caso contrário, revisar os procedimentos para identificar a causa da diferença. 

Sinais de átomos de hidrogênio lábeis, intercambiáveis ou sujeitos a troca tautomérica nunca devem ser usados 
para quantificação. Portanto, na grande maioria dos casos, os sinais quantificados serão de átomos de hidrogênio 
ligados a carbono. O acoplamento do 1H ao 13C resulta na formação dos chamados satélites de 13C no espectro de 
1H. Somados, os satélites representam aproximadamente 1,1 % da área total do pico (incluindo os satélites). 
Embora cada posição da molécula tenha um valor específico de abundância de 13C, essa variação representa pouco 
para o resultado de 1H. Ou seja, para fins práticos, pode-se considerar que todos os sinais de 1H ligado a carbono, 
tanto da amostra quanto do PI, apresentam satélites de 13C de intensidade relativa igual. Portanto, para RMNq de 
1H, os satélites de 13C podem ser incluídos ou excluídos da integração, desde que o mesmo procedimento seja 
adotado para amostra e PI. 

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

a) ajustar a fase do espectro – o ajuste manual costuma fornecer resultados quantitativos melhores;

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

c) para melhorar a relação sinal/ruído, pode-se utilizar uma função de multiplicação exponencial aos dados brutos 
(FID); por exemplo, apodização com alargamento de pico de no máximo 0,3 Hz (recomenda-se de 0,05 a 0,10 Hz para 
evitar alargamento excessivo);

d) integrar os sinais da amostra e do PI que serão quantificados. A região 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 área do sinal. No caso de multipletos, deve-se considerar a largura dos picos mais externos. Alternativa-
mente, pode-se integrar a região compreendida em 30 Hz além dos satélites de 13C mais externos. Essa faixa integra-
da normalmente excede o critério baseado na largura à meia altura. A mesma integração pode ser copiada para os 
demais espectros da análise; 

e) corrigir a linha de base. Caso seja usada correção automática, verificar previamente, utilizando amostras de 
pureza conhecida (materiais de referência, por exemplo), se o algoritmo utilizado para correção não está prejudican-
do a exatidão ou a precisão dos resultados. A correção manual costuma gerar resultados melhores quando exatidão 
elevada é importante para o resultado. Nesse caso, pode-se fazer a correção ponto-a-ponto, focando nos picos que 
serão quantificados. Para isso, adicionar pontos de correção próximos da região integrada, mas fora dela, para que 
a alteração da linha de base causada pela adição do ponto não se localize dentro de uma área integrada. 

Um ou mais picos do PI e da amostra podem ser utilizados na quantificação. No caso da amostra, sempre que possí-
vel, deve-se integrar mais de um sinal e calcular o resultado separadamente para cada sinal integrado. A concor-
dância entre os valores obtidos indica, embora não garanta, que os picos integrados estão livres de interferências 
e que o resultado está correto.

6.8. Estimativa da Incerteza de medição
A identificação das fontes de incerteza de medição pode ser feita a partir da verificação das grandezas de entrada 
na equação do mensurando, apresentada anteriormente para o caso de uma medição de pureza. Apresentam-se a 
seguir os principais componentes de incerteza que devem ser avaliados. 

A repetibilidade da área integrada do sinal incorpora contribuições de fatores como excitação, população, eficiên-
cia de detecção e processamento dos dados, que são fontes de incerteza tipo A. Como uma análise costuma ser 
feita com pelo menos duas soluções preparadas independentemente, as diferenças de massa pesada influenciarão 
o resultado absoluto das integrais. Portanto, uma estimativa inicial da incerteza pode ser feita para cada preparo 
e os valores obtidos podem ser combinados posteriormente. Ou então valores de área normalizados para a menor 
massa pesada, por exemplo, podem ser adotados para que os resultados de diferentes preparos de amostra sejam 
avaliados simultaneamente. 

As fontes de incerteza das demais grandezas de entrada da equação são do tipo B. A incerteza das massas molares 
pode ser obtida a partir de dados da IUPAC [19]. O cálculo do peso molecular com a sua respectiva incerteza de 
medição pode ser realizado em ferramenta online da própria IUPAC [20].  A contribuição da pesagem pode ser 
avaliada pela incerteza da calibração das balanças e pela contribuição do empuxo. A incerteza do valor de pureza 
do PI deve ser informada pelo fornecedor do MRC em seu certificado.
 

    USO DE UMA REFERÊNCIA ELETRÔNICA PARA 
    CALIBRAÇÃO

O ganho de precisão em RMNq é bastante considerável quando se compara a padronização interna com a padroniza-
ção externa [21]. No entanto, em muitos casos é difícil encontrar um padrão interno adequado para a realização das 
análises que cumpra todos os requisitos mostrados aqui. Uma alternativa quando não existe padrão interno adequado 
é o uso de padronização por referência eletrônica. 

A padronização eletrônica elimina a necessidade de se pesar um padrão interno juntamente com as amostras. Esta 
prática reduz possíveis erros analíticos e torna o processo mais prático, uma vez que uma mesma referência pode 
ser usada para a quantificação de várias amostras diferentes [22]. O uso de referências eletrônicas fornece resulta-
dos com aproximadamente o mesmo nível de precisão daqueles obtidos com padronização interna [21] e, se a refe-
rência for adequadamente calibrada, com rastreabilidade metrológica [23].
O uso de referências eletrônicas foi introduzido com o método chamado ERETICTM (Electronic Reference to Assess In 
vivo Concentrations) [24], que consiste em criar um pico sintético através da introdução de um pulso de radiofrequ-
ência (RF) durante a detecção. Esse sinal sintético pode ser calibrado e usado para medir as concentrações absolutas 
posteriormente [25]. Uma vez que o ERETICTM requer o uso de equipamento acessório para a geração do pulso de 
RF, outro grupo interessado em referências eletrônicas desenvolveu uma metodologia que não depende de instru-
mento externo, o PULCON (Pulse Length Based Concentration Determination) [26]. O método PULCON (chamado 
comercialmente de ERETIC2) é baseado num princípio da espectroscopia de RMN chamado princípio da reciprocida-
de que, de maneira sucinta, diz que a intensidade de um sinal de RMN é inversamente proporcional à largura do 
pulso de 90 º da amostra. Dessa forma, o método promete uma forma robusta e de fácil utilização para medição de 
concentrações em soluções. Tanto o ERETICTM quanto o PULCON requerem a calibração da referência eletrônica por 
uma referência, que pode então ser utilizada para a quantificação de diversas amostras com a mesma sonda de RMN 
e, para obter medidas com rastreabilidade metrológica, essa calibração da referência deve ser feita seguindo exata-
mente os mesmos passos descritos na seção 6 desse documento, porém usando apenas o material de referência 
certificado que naquele caso seria o PI.

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

 

onde Camostra e Cref são as concentrações molares da amostra e da referência, fT é um fator de correção para o uso de 
diferentes ganhos do receptor nas aquisições da amostra e da referência e para relaxação incompleta, T são as 
temperaturas de aquisição, θ são os comprimentos de pulso e n o número de transientes usados nas aquisições.
 
A partir de um tratamento cuidadoso dos parâmetros de aquisição e do uso de relações básicas da química, essa 
equação pode ser usada para o cálculo direto de frações em massa conforme demonstrado em trabalho do nosso 
grupo [22]:

 

onde westoque é a fração em massa da solução usada para o preparo da referência, mestoque é a massa de solução esto-
que pesada para o preparo da referência, Vref  e Vamostra são os volumes de solvente, mamostra é a massa pesada de 
amostra e RG são os ganhos do receptor usados nas aquisições. É conveniente usar o mesmo ganho para as aquisi-
ções de forma a eliminar esse fator da equação.

= x  

= x x x x  



É extremamente importante ressaltar que o princípio das medições feitas utilizando o método 
PULCON leva em conta a duração (largura) do pulso utilizado na aquisição, ou seja, esse parâme-
tro deve obrigatoriamente ser determinado em cada amostra a ser medida levando em conta a 
largura obtida para o sinal de interesse. Caso isso não seja feito, o método será na realidade uma 
padronização externa simples e não mais uma medida com PULCON. Maiores informações práti-
cas sobre esse método e suas fontes de incerteza podem ser vistas na referência [22]. 

Para a calibração da referência eletrônica, uma amostra de um MRC que cumpra os mesmos 
requisitos da seção 6.3 deve ser preparada. Nesse caso, é importante que o preparo seja feito 
de forma a resultar em uma concentração muito bem caracterizada, ou seja, a pesagem do pó 
deve ser feita de acordo com 6.4 e a adição do solvente deve ser feita com uma micropipeta 
calibrada. Na ausência de material volumétrico calibrado ou para uma exatidão ainda melhor, o 
preparo pode ser feito de forma totalmente gravimétrica (pesando-se o pó e o solvente adicio-
nado). Os mesmos cuidados de preparo devem ser aplicados nas amostras. Todos os outros 
cuidados mencionados na seção 6 devem ser considerados na aquisição e tratamento dos 
dados.

    MRCS PRODUZIDOS PELO INMETRO PARA USO EM RMNq

O Inmetro certificou um conjunto de MRCs de pureza elevada para serem utilizados como PI e 
calibrantes para referências eletrônicas em ensaios de RMNq. Os lotes de cada substância candi-
data à certificação foram sendo submetidos a diversos estudos para comprovar que são homo-
gêneos e estáveis. Além disso, seus valores de pureza foram sendo caracterizados por aborda-
gens independentes como RMNq, balanço de massas (método baseado na quantificação de 
todas as impurezas presentes no material), depressão do ponto de fusão (determinada por calo-
rimetria exploratória diferencial – DSC) e titulação coulométrica, dependendo do caso. Todos 
esses estudos são necessários para garantir o rigor dos valores certificados, já que esses mate-
riais estão no topo da hierarquia metrológica e serão utilizados para dar rastreabilidade a resul-
tados de ensaios subsequentes. 

Os estudos da certificação dos 4 primeiros MRCs desse tipo produzidos pelo Inmetro estão em 
fase de conclusão e esses materiais serão disponibilizados até o final de 2019. Na tabela 2, 
informações sobre esses MRCs. Os valores de solubilidade apresentados foram testados no 
laboratório. É possível que o limite da solubilidade seja maior. 

que ocorra relaxação completa de todos os núcleos antes de cada aquisição. A polarização 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. Já o tempo de relaxação depende de diversos fatores, como 
ambiente químico em que o núcleo está inserido, concentração da amostra, solvente utilizado e temperatura [17]. 
Portanto, deve ser avaliado para cada procedimento de medição. Se esses requisitos forem atendidos, pode-se espe-
rar que a resposta seja linear em qualquer concentração, bem como entre amostras e aquisições diferentes.

Os parâmetros de aquisição recomendados para ensaios quantitativos estão resumidos na tabela 1. 

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 laboratório do usuário utilizando procedimento validado de RMNq. Nesse caso, o PI utilizado 
na análise deve ser um MRC produzido por INM ou por produtor acreditado pela norma ABNT NBR ISO 17034. 
Idealmente, o material usado como PI deve apresentar pureza mínima de 995 mg/g (ou 99,5 %) e incerteza de medi-
ção inferior a 5 mg/g (ou 0,5 %). Seu espectro de RMN deve conter poucos picos (de preferência um só) em forma 
de simpleto ou multipleto simples, sem interferentes nas regiões integradas. Deve ser solúvel e inerte no solvente 
de RMN e não deve reagir com a amostra. Para facilitar a pesagem, não deve ser higroscópico, volátil ou sujeito a 
efeitos eletrostáticos. Deve ainda apresentar razão adequada entre número de átomos de hidrogênio quantificáveis 
e massa molar, de modo a evitar a pesagem de massa excessivamente baixa do PI para obter sinais da mesma 
ordem de grandeza da amostra [11].  

Um espectro do PI puro deve ser adquirido no solvente que será usado para verificar se apresenta alguma impureza 
que atrapalhará a análise.

6.4. Pesagem
Erros de pesagem da amostra ou do PI ou perda de material durante transferências subsequentes terão efeito 
direto, sendo essa uma das principais fontes de erro nos resultados de medição. Portanto, o procedimento de pesa-
gem deve estar bem estabelecido e a umidade relativa do laboratório 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-padrão 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-padrão combinada da pesagem seja 3 µg (um nível de incerteza atingido por balan-
ças microanalíticas modernas), a massa mínima pesada deve ser 10 mg para que a incerteza final não fique acima 
do valor esperado. 

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

 

no caso do uso de um MRC como PI, deve-se levar em conta também a quantidade mínima que pode ser usada do 
MRC, conforme descrito em seu certificado. A pesagem não deve ser feita diretamente no tubo de RMN. Além da 
dificuldade para pesar num tubo com abertura tão pequena, a solubilização do material seria difícil. Podem ser 
usados frascos de vidro com auxílio de barcas de pesagem de alumínio, por exemplo. 

6.5. Preparo da amostra
Uma vez que amostra e PI tenham sido pesados adequadamente, o resultado quantitativo dependerá da razão entre 
as duas massas. Portanto, o volume do solvente (ou a concentração das substâncias) não entrará no cálculo, de 
modo que uma medida simples de volume com micropipeta, por exemplo, é suficiente. O volume utilizado deve ser 
suficiente para solubilizar amostra e PI e para alcançar a altura mínima no tubo de RMN, recomendada pelo fabri-
cante para a sonda utilizada. Agitação em vórtex auxilia na dissolução dos sólidos. Banho de ultrassom também 
pode ser usado desde que não comprometa a estabilidade da amostra. 

Em caso de amostras pouco solúveis ou disponíveis em quantidades pequenas, pode ser necessária uma quantidade 
muito pequena do PI, tornando inviável a pesagem direta do sólido. Nessa situação, uma solução intermediária do 
PI pode ser preparada em solvente deuterado e uma alíquota dessa solução adicionada à amostra. Como o volume 
e a concentração da solução serão usados para calcular a massa de PI adicionada à amostra, os volumes devem ser 
medidos com exatidão nesse caso. Para reduzir a incerteza final, recomenda-se preparo gravimétrico, feito pela 
pesagem tanto do solvente usado para a solução intermediária, quanto da solução de PI adicionada à amostra. 

6.6. Otimização do espectrômetro de RMN
Não existe uma especificação de campo magnético mínimo para ensaios quantitativos, embora campos mais altos 
aumentem a resolução e a sensibilidade, melhorando a exatidão e a precisão dos resultados. Para que os resultados 
sejam quantitativos, é necessário que a amostra esteja totalmente polarizada antes do experimento ser iniciado e 

 sendo nA e nPI o número de núcleos que originaram os sinais do analito e do PI, respectivamente.
 
Uma vez que o uso da razão entre os sinais do analito e do PI é a melhor forma de se obter resultados quantitativos, 
a RMNq é chamada de “método de medição primário de razões” [2], [3]. A razão molar nA/nPI é calculada por:

sendo NPI e NA o número de núcleos equivalentes presentes em cada molécula do PI e do analito, envolvidos nos 
sinais integrados. Por exemplo, se a molécula do PI apresenta 4 átomos de hidrogênio, mas somente 2 originaram o 
sinal que foi integrado, NPI = 2. A equação anterior pode ser adaptada para cálculos de medições por RMNq. Por 
exemplo, para determinar a pureza de uma substância:

 
 
sendo, respectivamente, MA e MPI as massas molares do analito e PI, mPI e mA as massas pesadas do PI e analito e PPI 
a pureza do PI [2].

    BOAS PRÁTICAS PARA OBTER RESULTADOS DE RMNq 
    RASTREÁVEIS AO SI

O BIPM com a colaboração dos Institutos de Metrologia do Brasil (Inmetro), China (NIM), Turquia (UME) e Japão 
(NMIJ) elaborou uma série de documentos a respeito de PIs e procedimentos para RMNq que podem ser acessados 
no endereço https://www.bipm.org/en/bipm/chemistry/organic-analysis/qnmr/ [5]–[11]. Suas principais recomen-
dações serão mostradas a seguir, juntamente com a experiência do Inmetro na área. Esse texto foi pensado para RMN 
de 1H, núcleo que apresenta spin ½, abundância isotópica elevada (99,98 %) e faixa espectral pequena (20 ppm). Se 
outros núcleos forem analisados, outros cuidados devem ser tomados também. Por exemplo, verificar a influência 
do perfil de excitação do pulso é importante em caso de núcleos de faixa espectral extensa, como 19F. Já o fraciona-
mento isotópico natural exerce influência significativa em núcleos menos abundantes, como o 13C [12]–[14]. Além 
disso, os resultados só serão absolutamente quantitativos quando uma sequência simples do tipo pulso-aquisição 
for utilizada já que em sequências mais complexas é muito comum que haja efeitos que potencializam ou inibem 
diferencialmente alguns sinais, como as perdas por relaxação em longas sequências bidimensionais que não são 
equivalentes para todos os sinais visto que cada um possui sua constante de tempo de relaxação.

6.1. Identificação
O primeiro passo para RMNq é confirmar a identidade da substância que será quantificada, utilizando RMN qualitati-
va ou outras técnicas. Em seguida, verificar sua massa molar (M) e o número de núcleos (N) envolvidos em cada sinal 
que será integrado. Depois adquirir um espectro da amostra pura (sem PI) em solução para verificar se os sinais que 
serão integrados estão livres de interferentes. 

6.2. Escolha do solvente 
Na padronização interna, amostra e PI devem estar solúveis no mesmo tubo, portanto o solvente deuterado deve 
solubilizar ambos. Recomenda-se testar a solubilidade antes da análise, pesando as quantidades que serão usadas 
de amostra e PI no mesmo tubo e adicionando o solvente – que não precisa ser deuterado para esse teste. Uma 
fração não solubilizada da amostra ou do PI causará erro no resultado final, portanto devem-se evitar concentrações 
próximas do limite da solubilidade. Os sinais residuais do solvente e da umidade não devem se sobrepor aos sinais 
que serão integrados. Tabelas com os deslocamentos dos solventes mais utilizados estão disponíveis na literatura 
[15]. Um espectro do solvente puro deve ser adquirido para verificar se apresenta alguma impureza que atrapalhará 
a análise.  

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

Para manter a cadeia de rastreabilidade metrológica, deve ser utilizado como PI um material de referência certifica-

    ESPECTROSCOPIA DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA 
    NUCLEAR QUANTITATIVA (RMNq)

A importância da espectroscopia de RMN para a química analítica e metrologia química vem crescendo em razão de 
seu potencial quantitativo. O Bureau Internacional de Pesos e Medidas (BIPM) e autores relevantes para a área 
consideram a RMNq um método de medição primário, ou seja, um método que fornece resultados diretamente 
rastreáveis ao Sistema Internacional de Unidades (SI), sem precisar de padrões ou materiais de referência interme-
diários, nem de fatores de correção empíricos [1]–[4]. Tomando como exemplo a gravimetria, método primário 
consagrado, é possível facilmente compreender que nem todas as determinações de massa feitas em balanças são 
medições primárias. Na realidade, para que a propriedade do método primário seja mantida, há uma série de requi-
sitos que devem ser seguidos como a calibração adequada, o manuseio correto dos equipamentos e o uso de 
padrões com rastreabilidade, dentre outros. Da mesma forma, nem todas as determinações quantitativas feitas por 
RMN serão consideradas primárias e esse documento tem por objetivo mostrar alguns dos requisitos que devem ser 
seguidos para que a medição tenha essa propriedade.

     PADRÕES PARA RMNq

Como a RMNq se baseia na resposta de determinados núcleos dos compostos que estão sendo analisados, um mate-
rial de referência de uma substância diferente pode ser usado como padrão, desde que essa substância contenha o 
núcleo utilizado na análise, por exemplo, hidrogênio (1H). Essa propriedade é muito útil quando não existe material 
de referência disponível para aquela substância. Por essa razão, a RMNq vem sendo utilizada com frequência em 
determinações de pureza de compostos orgânicos, necessárias para estabelecer a cadeia de rastreabilidade metroló-
gica de medições subsequentes. Além disso, a técnica permite que o mesmo material de referência seja usado em 
diversas quantificações. É necessário porém que os padrões utilizados cumpram uma série de requisitos que serão 
discutidos nesse documento.

    TIPOS DE CALIBRAÇÃO

Embora procedimentos de calibração externa possam ser empregados em RMNq, a calibração interna é mais reco-
mendada por apresentar incerteza de medição menor e potencial para fornecer resultados com rastreabilidade 
metrológica ao SI. Nesse tipo de calibração, um padrão interno (PI) é adicionado junto com a amostra ao tubo de 
RMN. Portanto deve ser usada como PI uma substância que não esteja presente na amostra. A determinação da 
amostra e do PI na mesma análise faz com que ambos estejam sujeitos às mesmas condições experimentais. Isso 
elimina fontes de variação como diâmetro do tubo, duração do pulso de radiofrequência, ganho do receptor e 
número de transientes (scans), por exemplo. Há também métodos de referência eletrônica, nos quais um sinal é 
gerado eletronicamente no espectro da amostra (ERETICTM) ou aqueles que se baseiam em propriedades físicas do 
método (PULCON).

    RMNq COMO MÉTODO DE MEDIÇÃO PRIMÁRIO 
    DE RAZÕES

A resposta do sinal de RMN, particularmente a área do sinal integrado (Ii), é diretamente proporcional ao número de 
núcleos (ni) que originaram aquele sinal:
 

sendo KS uma constante do espectrômetro. Se a aquisição do espectro for feita de maneira adequada para quantifi-
cação, como será mostrado adiante, KS será igual para todos os sinais do espectro. Ainda que na prática não seja 
viável determinar seu valor, o uso da razão entre o sinal do analito (IA) e o de um PI (IPI) permite retirar KS da equa-
ção:

O trabalho do sistema internacional de metrologia é justamente o de prover essa referência comum para uso dos 
laboratórios em suas medições de forma a permitir que os resultados sejam comparáveis internacionalmente. 
Esse trabalho teve início em 1875 com a assinatura do tratado do metro e posteriormente os acordos de reconhe-
cimento mútuo. A importância de um sistema como esse reside no fato de que por meio do reconhecimento 
mútuo, medições realizadas em um país com fins comerciais, por exemplo, não serão questionadas em outro país 
já que o acordo implica em reconhecer que as medições realizadas em outro local são equivalentes àquelas reali-
zadas sob seu controle. Assim, há exemplos fáceis de compreender, como o quilograma que consistia até recente-
mente (maio de 2019) em um padrão físico reconhecido internacionalmente e outros mais difíceis. Após a entrada 
em vigor do novo SI em 20 de maio de 2019, não existem mais padrões físicos e, portanto, todo o sistema depen-
de fortemente dos Institutos Nacionais de Metrologia e da equivalência entre os mesmos, fato que é declarado 
por meio das assim chamadas Capacidades de Medição e Calibração (CMC) para cada área da ciência. O Inmetro 
possui diversas CMC na área de química, demonstrando sua capacidade de produzir materiais químicos rastreá-
veis ao SI e consequentemente capazes de serem usados para produzir resultados comparáveis com aqueles obti-
dos em qualquer ponto do Globo.

 

GUIA PARA OBTER RESULTADOS RASTREÁVEIS 
AO SISTEMA INTERNACIONAL DE UNIDADES (SI)

CALIBRAÇÃO EM RMNq

Experimentos bidimensionais como HSQC podem ajudar a verificar se os sinais escolhidos para quantificação são 
unicamente da amostra ou do PI, sem contribuição de impurezas. Entretanto, a sensibilidade desses experimentos 
é baixa e a ausência de interferências detectáveis não garante que o sinal está totalmente livre de sobreposição 
com outros picos.

6.7. Processamento dos espectros
O processamento dos espectros exerce influência expressiva nos resultados de RMNq. Durante a etapa de treina-
mento de analistas novos, sugere-se comparar seu processamento com o de outros mais experientes e ver se os 
resultados são concordantes. Caso contrário, revisar os procedimentos para identificar a causa da diferença. 

Sinais de átomos de hidrogênio lábeis, intercambiáveis ou sujeitos a troca tautomérica nunca devem ser usados 
para quantificação. Portanto, na grande maioria dos casos, os sinais quantificados serão de átomos de hidrogênio 
ligados a carbono. O acoplamento do 1H ao 13C resulta na formação dos chamados satélites de 13C no espectro de 
1H. Somados, os satélites representam aproximadamente 1,1 % da área total do pico (incluindo os satélites). 
Embora cada posição da molécula tenha um valor específico de abundância de 13C, essa variação representa pouco 
para o resultado de 1H. Ou seja, para fins práticos, pode-se considerar que todos os sinais de 1H ligado a carbono, 
tanto da amostra quanto do PI, apresentam satélites de 13C de intensidade relativa igual. Portanto, para RMNq de 
1H, os satélites de 13C podem ser incluídos ou excluídos da integração, desde que o mesmo procedimento seja 
adotado para amostra e PI. 

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

a) ajustar a fase do espectro – o ajuste manual costuma fornecer resultados quantitativos melhores;

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

c) para melhorar a relação sinal/ruído, pode-se utilizar uma função de multiplicação exponencial aos dados brutos 
(FID); por exemplo, apodização com alargamento de pico de no máximo 0,3 Hz (recomenda-se de 0,05 a 0,10 Hz para 
evitar alargamento excessivo);

d) integrar os sinais da amostra e do PI que serão quantificados. A região 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 área do sinal. No caso de multipletos, deve-se considerar a largura dos picos mais externos. Alternativa-
mente, pode-se integrar a região compreendida em 30 Hz além dos satélites de 13C mais externos. Essa faixa integra-
da normalmente excede o critério baseado na largura à meia altura. A mesma integração pode ser copiada para os 
demais espectros da análise; 

e) corrigir a linha de base. Caso seja usada correção automática, verificar previamente, utilizando amostras de 
pureza conhecida (materiais de referência, por exemplo), se o algoritmo utilizado para correção não está prejudican-
do a exatidão ou a precisão dos resultados. A correção manual costuma gerar resultados melhores quando exatidão 
elevada é importante para o resultado. Nesse caso, pode-se fazer a correção ponto-a-ponto, focando nos picos que 
serão quantificados. Para isso, adicionar pontos de correção próximos da região integrada, mas fora dela, para que 
a alteração da linha de base causada pela adição do ponto não se localize dentro de uma área integrada. 

Um ou mais picos do PI e da amostra podem ser utilizados na quantificação. No caso da amostra, sempre que possí-
vel, deve-se integrar mais de um sinal e calcular o resultado separadamente para cada sinal integrado. A concor-
dância entre os valores obtidos indica, embora não garanta, que os picos integrados estão livres de interferências 
e que o resultado está correto.

6.8. Estimativa da Incerteza de medição
A identificação das fontes de incerteza de medição pode ser feita a partir da verificação das grandezas de entrada 
na equação do mensurando, apresentada anteriormente para o caso de uma medição de pureza. Apresentam-se a 
seguir os principais componentes de incerteza que devem ser avaliados. 

A repetibilidade da área integrada do sinal incorpora contribuições de fatores como excitação, população, eficiên-
cia de detecção e processamento dos dados, que são fontes de incerteza tipo A. Como uma análise costuma ser 
feita com pelo menos duas soluções preparadas independentemente, as diferenças de massa pesada influenciarão 
o resultado absoluto das integrais. Portanto, uma estimativa inicial da incerteza pode ser feita para cada preparo 
e os valores obtidos podem ser combinados posteriormente. Ou então valores de área normalizados para a menor 
massa pesada, por exemplo, podem ser adotados para que os resultados de diferentes preparos de amostra sejam 
avaliados simultaneamente. 

As fontes de incerteza das demais grandezas de entrada da equação são do tipo B. A incerteza das massas molares 
pode ser obtida a partir de dados da IUPAC [19]. O cálculo do peso molecular com a sua respectiva incerteza de 
medição pode ser realizado em ferramenta online da própria IUPAC [20].  A contribuição da pesagem pode ser 
avaliada pela incerteza da calibração das balanças e pela contribuição do empuxo. A incerteza do valor de pureza 
do PI deve ser informada pelo fornecedor do MRC em seu certificado.
 

    USO DE UMA REFERÊNCIA ELETRÔNICA PARA 
    CALIBRAÇÃO

O ganho de precisão em RMNq é bastante considerável quando se compara a padronização interna com a padroniza-
ção externa [21]. No entanto, em muitos casos é difícil encontrar um padrão interno adequado para a realização das 
análises que cumpra todos os requisitos mostrados aqui. Uma alternativa quando não existe padrão interno adequado 
é o uso de padronização por referência eletrônica. 

A padronização eletrônica elimina a necessidade de se pesar um padrão interno juntamente com as amostras. Esta 
prática reduz possíveis erros analíticos e torna o processo mais prático, uma vez que uma mesma referência pode 
ser usada para a quantificação de várias amostras diferentes [22]. O uso de referências eletrônicas fornece resulta-
dos com aproximadamente o mesmo nível de precisão daqueles obtidos com padronização interna [21] e, se a refe-
rência for adequadamente calibrada, com rastreabilidade metrológica [23].
O uso de referências eletrônicas foi introduzido com o método chamado ERETICTM (Electronic Reference to Assess In 
vivo Concentrations) [24], que consiste em criar um pico sintético através da introdução de um pulso de radiofrequ-
ência (RF) durante a detecção. Esse sinal sintético pode ser calibrado e usado para medir as concentrações absolutas 
posteriormente [25]. Uma vez que o ERETICTM requer o uso de equipamento acessório para a geração do pulso de 
RF, outro grupo interessado em referências eletrônicas desenvolveu uma metodologia que não depende de instru-
mento externo, o PULCON (Pulse Length Based Concentration Determination) [26]. O método PULCON (chamado 
comercialmente de ERETIC2) é baseado num princípio da espectroscopia de RMN chamado princípio da reciprocida-
de que, de maneira sucinta, diz que a intensidade de um sinal de RMN é inversamente proporcional à largura do 
pulso de 90 º da amostra. Dessa forma, o método promete uma forma robusta e de fácil utilização para medição de 
concentrações em soluções. Tanto o ERETICTM quanto o PULCON requerem a calibração da referência eletrônica por 
uma referência, que pode então ser utilizada para a quantificação de diversas amostras com a mesma sonda de RMN 
e, para obter medidas com rastreabilidade metrológica, essa calibração da referência deve ser feita seguindo exata-
mente os mesmos passos descritos na seção 6 desse documento, porém usando apenas o material de referência 
certificado que naquele caso seria o PI.

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

 

onde Camostra e Cref são as concentrações molares da amostra e da referência, fT é um fator de correção para o uso de 
diferentes ganhos do receptor nas aquisições da amostra e da referência e para relaxação incompleta, T são as 
temperaturas de aquisição, θ são os comprimentos de pulso e n o número de transientes usados nas aquisições.
 
A partir de um tratamento cuidadoso dos parâmetros de aquisição e do uso de relações básicas da química, essa 
equação pode ser usada para o cálculo direto de frações em massa conforme demonstrado em trabalho do nosso 
grupo [22]:

 

onde westoque é a fração em massa da solução usada para o preparo da referência, mestoque é a massa de solução esto-
que pesada para o preparo da referência, Vref  e Vamostra são os volumes de solvente, mamostra é a massa pesada de 
amostra e RG são os ganhos do receptor usados nas aquisições. É conveniente usar o mesmo ganho para as aquisi-
ções de forma a eliminar esse fator da equação.

= x x  



É extremamente importante ressaltar que o princípio das medições feitas utilizando o método 
PULCON leva em conta a duração (largura) do pulso utilizado na aquisição, ou seja, esse parâme-
tro deve obrigatoriamente ser determinado em cada amostra a ser medida levando em conta a 
largura obtida para o sinal de interesse. Caso isso não seja feito, o método será na realidade uma 
padronização externa simples e não mais uma medida com PULCON. Maiores informações práti-
cas sobre esse método e suas fontes de incerteza podem ser vistas na referência [22]. 

Para a calibração da referência eletrônica, uma amostra de um MRC que cumpra os mesmos 
requisitos da seção 6.3 deve ser preparada. Nesse caso, é importante que o preparo seja feito 
de forma a resultar em uma concentração muito bem caracterizada, ou seja, a pesagem do pó 
deve ser feita de acordo com 6.4 e a adição do solvente deve ser feita com uma micropipeta 
calibrada. Na ausência de material volumétrico calibrado ou para uma exatidão ainda melhor, o 
preparo pode ser feito de forma totalmente gravimétrica (pesando-se o pó e o solvente adicio-
nado). Os mesmos cuidados de preparo devem ser aplicados nas amostras. Todos os outros 
cuidados mencionados na seção 6 devem ser considerados na aquisição e tratamento dos 
dados.

    MRCS PRODUZIDOS PELO INMETRO PARA USO EM RMNq

O Inmetro certificou um conjunto de MRCs de pureza elevada para serem utilizados como PI e 
calibrantes para referências eletrônicas em ensaios de RMNq. Os lotes de cada substância candi-
data à certificação foram sendo submetidos a diversos estudos para comprovar que são homo-
gêneos e estáveis. Além disso, seus valores de pureza foram sendo caracterizados por aborda-
gens independentes como RMNq, balanço de massas (método baseado na quantificação de 
todas as impurezas presentes no material), depressão do ponto de fusão (determinada por calo-
rimetria exploratória diferencial – DSC) e titulação coulométrica, dependendo do caso. Todos 
esses estudos são necessários para garantir o rigor dos valores certificados, já que esses mate-
riais estão no topo da hierarquia metrológica e serão utilizados para dar rastreabilidade a resul-
tados de ensaios subsequentes. 

Os estudos da certificação dos 4 primeiros MRCs desse tipo produzidos pelo Inmetro estão em 
fase de conclusão e esses materiais serão disponibilizados até o final de 2019. Na tabela 2, 
informações sobre esses MRCs. Os valores de solubilidade apresentados foram testados no 
laboratório. É possível que o limite da solubilidade seja maior. 

que ocorra relaxação completa de todos os núcleos antes de cada aquisição. A polarização 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. Já o tempo de relaxação depende de diversos fatores, como 
ambiente químico em que o núcleo está inserido, concentração da amostra, solvente utilizado e temperatura [17]. 
Portanto, deve ser avaliado para cada procedimento de medição. Se esses requisitos forem atendidos, pode-se espe-
rar que a resposta seja linear em qualquer concentração, bem como entre amostras e aquisições diferentes.

Os parâmetros de aquisição recomendados para ensaios quantitativos estão resumidos na tabela 1. 

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 laboratório do usuário utilizando procedimento validado de RMNq. Nesse caso, o PI utilizado 
na análise deve ser um MRC produzido por INM ou por produtor acreditado pela norma ABNT NBR ISO 17034. 
Idealmente, o material usado como PI deve apresentar pureza mínima de 995 mg/g (ou 99,5 %) e incerteza de medi-
ção inferior a 5 mg/g (ou 0,5 %). Seu espectro de RMN deve conter poucos picos (de preferência um só) em forma 
de simpleto ou multipleto simples, sem interferentes nas regiões integradas. Deve ser solúvel e inerte no solvente 
de RMN e não deve reagir com a amostra. Para facilitar a pesagem, não deve ser higroscópico, volátil ou sujeito a 
efeitos eletrostáticos. Deve ainda apresentar razão adequada entre número de átomos de hidrogênio quantificáveis 
e massa molar, de modo a evitar a pesagem de massa excessivamente baixa do PI para obter sinais da mesma 
ordem de grandeza da amostra [11].  

Um espectro do PI puro deve ser adquirido no solvente que será usado para verificar se apresenta alguma impureza 
que atrapalhará a análise.

6.4. Pesagem
Erros de pesagem da amostra ou do PI ou perda de material durante transferências subsequentes terão efeito 
direto, sendo essa uma das principais fontes de erro nos resultados de medição. Portanto, o procedimento de pesa-
gem deve estar bem estabelecido e a umidade relativa do laboratório 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-padrão 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-padrão combinada da pesagem seja 3 µg (um nível de incerteza atingido por balan-
ças microanalíticas modernas), a massa mínima pesada deve ser 10 mg para que a incerteza final não fique acima 
do valor esperado. 

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

 

no caso do uso de um MRC como PI, deve-se levar em conta também a quantidade mínima que pode ser usada do 
MRC, conforme descrito em seu certificado. A pesagem não deve ser feita diretamente no tubo de RMN. Além da 
dificuldade para pesar num tubo com abertura tão pequena, a solubilização do material seria difícil. Podem ser 
usados frascos de vidro com auxílio de barcas de pesagem de alumínio, por exemplo. 

6.5. Preparo da amostra
Uma vez que amostra e PI tenham sido pesados adequadamente, o resultado quantitativo dependerá da razão entre 
as duas massas. Portanto, o volume do solvente (ou a concentração das substâncias) não entrará no cálculo, de 
modo que uma medida simples de volume com micropipeta, por exemplo, é suficiente. O volume utilizado deve ser 
suficiente para solubilizar amostra e PI e para alcançar a altura mínima no tubo de RMN, recomendada pelo fabri-
cante para a sonda utilizada. Agitação em vórtex auxilia na dissolução dos sólidos. Banho de ultrassom também 
pode ser usado desde que não comprometa a estabilidade da amostra. 

Em caso de amostras pouco solúveis ou disponíveis em quantidades pequenas, pode ser necessária uma quantidade 
muito pequena do PI, tornando inviável a pesagem direta do sólido. Nessa situação, uma solução intermediária do 
PI pode ser preparada em solvente deuterado e uma alíquota dessa solução adicionada à amostra. Como o volume 
e a concentração da solução serão usados para calcular a massa de PI adicionada à amostra, os volumes devem ser 
medidos com exatidão nesse caso. Para reduzir a incerteza final, recomenda-se preparo gravimétrico, feito pela 
pesagem tanto do solvente usado para a solução intermediária, quanto da solução de PI adicionada à amostra. 

6.6. Otimização do espectrômetro de RMN
Não existe uma especificação de campo magnético mínimo para ensaios quantitativos, embora campos mais altos 
aumentem a resolução e a sensibilidade, melhorando a exatidão e a precisão dos resultados. Para que os resultados 
sejam quantitativos, é necessário que a amostra esteja totalmente polarizada antes do experimento ser iniciado e 

 sendo nA e nPI o número de núcleos que originaram os sinais do analito e do PI, respectivamente.
 
Uma vez que o uso da razão entre os sinais do analito e do PI é a melhor forma de se obter resultados quantitativos, 
a RMNq é chamada de “método de medição primário de razões” [2], [3]. A razão molar nA/nPI é calculada por:

sendo NPI e NA o número de núcleos equivalentes presentes em cada molécula do PI e do analito, envolvidos nos 
sinais integrados. Por exemplo, se a molécula do PI apresenta 4 átomos de hidrogênio, mas somente 2 originaram o 
sinal que foi integrado, NPI = 2. A equação anterior pode ser adaptada para cálculos de medições por RMNq. Por 
exemplo, para determinar a pureza de uma substância:

 
 
sendo, respectivamente, MA e MPI as massas molares do analito e PI, mPI e mA as massas pesadas do PI e analito e PPI 
a pureza do PI [2].

    BOAS PRÁTICAS PARA OBTER RESULTADOS DE RMNq 
    RASTREÁVEIS AO SI

O BIPM com a colaboração dos Institutos de Metrologia do Brasil (Inmetro), China (NIM), Turquia (UME) e Japão 
(NMIJ) elaborou uma série de documentos a respeito de PIs e procedimentos para RMNq que podem ser acessados 
no endereço https://www.bipm.org/en/bipm/chemistry/organic-analysis/qnmr/ [5]–[11]. Suas principais recomen-
dações serão mostradas a seguir, juntamente com a experiência do Inmetro na área. Esse texto foi pensado para RMN 
de 1H, núcleo que apresenta spin ½, abundância isotópica elevada (99,98 %) e faixa espectral pequena (20 ppm). Se 
outros núcleos forem analisados, outros cuidados devem ser tomados também. Por exemplo, verificar a influência 
do perfil de excitação do pulso é importante em caso de núcleos de faixa espectral extensa, como 19F. Já o fraciona-
mento isotópico natural exerce influência significativa em núcleos menos abundantes, como o 13C [12]–[14]. Além 
disso, os resultados só serão absolutamente quantitativos quando uma sequência simples do tipo pulso-aquisição 
for utilizada já que em sequências mais complexas é muito comum que haja efeitos que potencializam ou inibem 
diferencialmente alguns sinais, como as perdas por relaxação em longas sequências bidimensionais que não são 
equivalentes para todos os sinais visto que cada um possui sua constante de tempo de relaxação.

6.1. Identificação
O primeiro passo para RMNq é confirmar a identidade da substância que será quantificada, utilizando RMN qualitati-
va ou outras técnicas. Em seguida, verificar sua massa molar (M) e o número de núcleos (N) envolvidos em cada sinal 
que será integrado. Depois adquirir um espectro da amostra pura (sem PI) em solução para verificar se os sinais que 
serão integrados estão livres de interferentes. 

6.2. Escolha do solvente 
Na padronização interna, amostra e PI devem estar solúveis no mesmo tubo, portanto o solvente deuterado deve 
solubilizar ambos. Recomenda-se testar a solubilidade antes da análise, pesando as quantidades que serão usadas 
de amostra e PI no mesmo tubo e adicionando o solvente – que não precisa ser deuterado para esse teste. Uma 
fração não solubilizada da amostra ou do PI causará erro no resultado final, portanto devem-se evitar concentrações 
próximas do limite da solubilidade. Os sinais residuais do solvente e da umidade não devem se sobrepor aos sinais 
que serão integrados. Tabelas com os deslocamentos dos solventes mais utilizados estão disponíveis na literatura 
[15]. Um espectro do solvente puro deve ser adquirido para verificar se apresenta alguma impureza que atrapalhará 
a análise.  

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

Para manter a cadeia de rastreabilidade metrológica, deve ser utilizado como PI um material de referência certifica-

    ESPECTROSCOPIA DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA 
    NUCLEAR QUANTITATIVA (RMNq)

A importância da espectroscopia de RMN para a química analítica e metrologia química vem crescendo em razão de 
seu potencial quantitativo. O Bureau Internacional de Pesos e Medidas (BIPM) e autores relevantes para a área 
consideram a RMNq um método de medição primário, ou seja, um método que fornece resultados diretamente 
rastreáveis ao Sistema Internacional de Unidades (SI), sem precisar de padrões ou materiais de referência interme-
diários, nem de fatores de correção empíricos [1]–[4]. Tomando como exemplo a gravimetria, método primário 
consagrado, é possível facilmente compreender que nem todas as determinações de massa feitas em balanças são 
medições primárias. Na realidade, para que a propriedade do método primário seja mantida, há uma série de requi-
sitos que devem ser seguidos como a calibração adequada, o manuseio correto dos equipamentos e o uso de 
padrões com rastreabilidade, dentre outros. Da mesma forma, nem todas as determinações quantitativas feitas por 
RMN serão consideradas primárias e esse documento tem por objetivo mostrar alguns dos requisitos que devem ser 
seguidos para que a medição tenha essa propriedade.

     PADRÕES PARA RMNq

Como a RMNq se baseia na resposta de determinados núcleos dos compostos que estão sendo analisados, um mate-
rial de referência de uma substância diferente pode ser usado como padrão, desde que essa substância contenha o 
núcleo utilizado na análise, por exemplo, hidrogênio (1H). Essa propriedade é muito útil quando não existe material 
de referência disponível para aquela substância. Por essa razão, a RMNq vem sendo utilizada com frequência em 
determinações de pureza de compostos orgânicos, necessárias para estabelecer a cadeia de rastreabilidade metroló-
gica de medições subsequentes. Além disso, a técnica permite que o mesmo material de referência seja usado em 
diversas quantificações. É necessário porém que os padrões utilizados cumpram uma série de requisitos que serão 
discutidos nesse documento.

    TIPOS DE CALIBRAÇÃO

Embora procedimentos de calibração externa possam ser empregados em RMNq, a calibração interna é mais reco-
mendada por apresentar incerteza de medição menor e potencial para fornecer resultados com rastreabilidade 
metrológica ao SI. Nesse tipo de calibração, um padrão interno (PI) é adicionado junto com a amostra ao tubo de 
RMN. Portanto deve ser usada como PI uma substância que não esteja presente na amostra. A determinação da 
amostra e do PI na mesma análise faz com que ambos estejam sujeitos às mesmas condições experimentais. Isso 
elimina fontes de variação como diâmetro do tubo, duração do pulso de radiofrequência, ganho do receptor e 
número de transientes (scans), por exemplo. Há também métodos de referência eletrônica, nos quais um sinal é 
gerado eletronicamente no espectro da amostra (ERETICTM) ou aqueles que se baseiam em propriedades físicas do 
método (PULCON).

    RMNq COMO MÉTODO DE MEDIÇÃO PRIMÁRIO 
    DE RAZÕES

A resposta do sinal de RMN, particularmente a área do sinal integrado (Ii), é diretamente proporcional ao número de 
núcleos (ni) que originaram aquele sinal:
 

sendo KS uma constante do espectrômetro. Se a aquisição do espectro for feita de maneira adequada para quantifi-
cação, como será mostrado adiante, KS será igual para todos os sinais do espectro. Ainda que na prática não seja 
viável determinar seu valor, o uso da razão entre o sinal do analito (IA) e o de um PI (IPI) permite retirar KS da equa-
ção:

O trabalho do sistema internacional de metrologia é justamente o de prover essa referência comum para uso dos 
laboratórios em suas medições de forma a permitir que os resultados sejam comparáveis internacionalmente. 
Esse trabalho teve início em 1875 com a assinatura do tratado do metro e posteriormente os acordos de reconhe-
cimento mútuo. A importância de um sistema como esse reside no fato de que por meio do reconhecimento 
mútuo, medições realizadas em um país com fins comerciais, por exemplo, não serão questionadas em outro país 
já que o acordo implica em reconhecer que as medições realizadas em outro local são equivalentes àquelas reali-
zadas sob seu controle. Assim, há exemplos fáceis de compreender, como o quilograma que consistia até recente-
mente (maio de 2019) em um padrão físico reconhecido internacionalmente e outros mais difíceis. Após a entrada 
em vigor do novo SI em 20 de maio de 2019, não existem mais padrões físicos e, portanto, todo o sistema depen-
de fortemente dos Institutos Nacionais de Metrologia e da equivalência entre os mesmos, fato que é declarado 
por meio das assim chamadas Capacidades de Medição e Calibração (CMC) para cada área da ciência. O Inmetro 
possui diversas CMC na área de química, demonstrando sua capacidade de produzir materiais químicos rastreá-
veis ao SI e consequentemente capazes de serem usados para produzir resultados comparáveis com aqueles obti-
dos em qualquer ponto do Globo.

 

GUIA PARA OBTER RESULTADOS RASTREÁVEIS 
AO SISTEMA INTERNACIONAL DE UNIDADES (SI)

CALIBRAÇÃO EM RMNq

Experimentos bidimensionais como HSQC podem ajudar a verificar se os sinais escolhidos para quantificação são 
unicamente da amostra ou do PI, sem contribuição de impurezas. Entretanto, a sensibilidade desses experimentos 
é baixa e a ausência de interferências detectáveis não garante que o sinal está totalmente livre de sobreposição 
com outros picos.

6.7. Processamento dos espectros
O processamento dos espectros exerce influência expressiva nos resultados de RMNq. Durante a etapa de treina-
mento de analistas novos, sugere-se comparar seu processamento com o de outros mais experientes e ver se os 
resultados são concordantes. Caso contrário, revisar os procedimentos para identificar a causa da diferença. 

Sinais de átomos de hidrogênio lábeis, intercambiáveis ou sujeitos a troca tautomérica nunca devem ser usados 
para quantificação. Portanto, na grande maioria dos casos, os sinais quantificados serão de átomos de hidrogênio 
ligados a carbono. O acoplamento do 1H ao 13C resulta na formação dos chamados satélites de 13C no espectro de 
1H. Somados, os satélites representam aproximadamente 1,1 % da área total do pico (incluindo os satélites). 
Embora cada posição da molécula tenha um valor específico de abundância de 13C, essa variação representa pouco 
para o resultado de 1H. Ou seja, para fins práticos, pode-se considerar que todos os sinais de 1H ligado a carbono, 
tanto da amostra quanto do PI, apresentam satélites de 13C de intensidade relativa igual. Portanto, para RMNq de 
1H, os satélites de 13C podem ser incluídos ou excluídos da integração, desde que o mesmo procedimento seja 
adotado para amostra e PI. 

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

a) ajustar a fase do espectro – o ajuste manual costuma fornecer resultados quantitativos melhores;

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

c) para melhorar a relação sinal/ruído, pode-se utilizar uma função de multiplicação exponencial aos dados brutos 
(FID); por exemplo, apodização com alargamento de pico de no máximo 0,3 Hz (recomenda-se de 0,05 a 0,10 Hz para 
evitar alargamento excessivo);

d) integrar os sinais da amostra e do PI que serão quantificados. A região 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 área do sinal. No caso de multipletos, deve-se considerar a largura dos picos mais externos. Alternativa-
mente, pode-se integrar a região compreendida em 30 Hz além dos satélites de 13C mais externos. Essa faixa integra-
da normalmente excede o critério baseado na largura à meia altura. A mesma integração pode ser copiada para os 
demais espectros da análise; 

e) corrigir a linha de base. Caso seja usada correção automática, verificar previamente, utilizando amostras de 
pureza conhecida (materiais de referência, por exemplo), se o algoritmo utilizado para correção não está prejudican-
do a exatidão ou a precisão dos resultados. A correção manual costuma gerar resultados melhores quando exatidão 
elevada é importante para o resultado. Nesse caso, pode-se fazer a correção ponto-a-ponto, focando nos picos que 
serão quantificados. Para isso, adicionar pontos de correção próximos da região integrada, mas fora dela, para que 
a alteração da linha de base causada pela adição do ponto não se localize dentro de uma área integrada. 

Um ou mais picos do PI e da amostra podem ser utilizados na quantificação. No caso da amostra, sempre que possí-
vel, deve-se integrar mais de um sinal e calcular o resultado separadamente para cada sinal integrado. A concor-
dância entre os valores obtidos indica, embora não garanta, que os picos integrados estão livres de interferências 
e que o resultado está correto.

6.8. Estimativa da Incerteza de medição
A identificação das fontes de incerteza de medição pode ser feita a partir da verificação das grandezas de entrada 
na equação do mensurando, apresentada anteriormente para o caso de uma medição de pureza. Apresentam-se a 
seguir os principais componentes de incerteza que devem ser avaliados. 

A repetibilidade da área integrada do sinal incorpora contribuições de fatores como excitação, população, eficiên-
cia de detecção e processamento dos dados, que são fontes de incerteza tipo A. Como uma análise costuma ser 
feita com pelo menos duas soluções preparadas independentemente, as diferenças de massa pesada influenciarão 
o resultado absoluto das integrais. Portanto, uma estimativa inicial da incerteza pode ser feita para cada preparo 
e os valores obtidos podem ser combinados posteriormente. Ou então valores de área normalizados para a menor 
massa pesada, por exemplo, podem ser adotados para que os resultados de diferentes preparos de amostra sejam 
avaliados simultaneamente. 

Tabela 1 – Parâmetros de aquisição recomendados para RMNq [18]

As fontes de incerteza das demais grandezas de entrada da equação são do tipo B. A incerteza das massas molares 
pode ser obtida a partir de dados da IUPAC [19]. O cálculo do peso molecular com a sua respectiva incerteza de 
medição pode ser realizado em ferramenta online da própria IUPAC [20].  A contribuição da pesagem pode ser 
avaliada pela incerteza da calibração das balanças e pela contribuição do empuxo. A incerteza do valor de pureza 
do PI deve ser informada pelo fornecedor do MRC em seu certificado.
 

    USO DE UMA REFERÊNCIA ELETRÔNICA PARA 
    CALIBRAÇÃO

O ganho de precisão em RMNq é bastante considerável quando se compara a padronização interna com a padroniza-
ção externa [21]. No entanto, em muitos casos é difícil encontrar um padrão interno adequado para a realização das 
análises que cumpra todos os requisitos mostrados aqui. Uma alternativa quando não existe padrão interno adequado 
é o uso de padronização por referência eletrônica. 

A padronização eletrônica elimina a necessidade de se pesar um padrão interno juntamente com as amostras. Esta 
prática reduz possíveis erros analíticos e torna o processo mais prático, uma vez que uma mesma referência pode 
ser usada para a quantificação de várias amostras diferentes [22]. O uso de referências eletrônicas fornece resulta-
dos com aproximadamente o mesmo nível de precisão daqueles obtidos com padronização interna [21] e, se a refe-
rência for adequadamente calibrada, com rastreabilidade metrológica [23].
O uso de referências eletrônicas foi introduzido com o método chamado ERETICTM (Electronic Reference to Assess In 
vivo Concentrations) [24], que consiste em criar um pico sintético através da introdução de um pulso de radiofrequ-
ência (RF) durante a detecção. Esse sinal sintético pode ser calibrado e usado para medir as concentrações absolutas 
posteriormente [25]. Uma vez que o ERETICTM requer o uso de equipamento acessório para a geração do pulso de 
RF, outro grupo interessado em referências eletrônicas desenvolveu uma metodologia que não depende de instru-
mento externo, o PULCON (Pulse Length Based Concentration Determination) [26]. O método PULCON (chamado 
comercialmente de ERETIC2) é baseado num princípio da espectroscopia de RMN chamado princípio da reciprocida-
de que, de maneira sucinta, diz que a intensidade de um sinal de RMN é inversamente proporcional à largura do 
pulso de 90 º da amostra. Dessa forma, o método promete uma forma robusta e de fácil utilização para medição de 
concentrações em soluções. Tanto o ERETICTM quanto o PULCON requerem a calibração da referência eletrônica por 
uma referência, que pode então ser utilizada para a quantificação de diversas amostras com a mesma sonda de RMN 
e, para obter medidas com rastreabilidade metrológica, essa calibração da referência deve ser feita seguindo exata-
mente os mesmos passos descritos na seção 6 desse documento, porém usando apenas o material de referência 
certificado que naquele caso seria o PI.

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

 

onde Camostra e Cref são as concentrações molares da amostra e da referência, fT é um fator de correção para o uso de 
diferentes ganhos do receptor nas aquisições da amostra e da referência e para relaxação incompleta, T são as 
temperaturas de aquisição, θ são os comprimentos de pulso e n o número de transientes usados nas aquisições.
 
A partir de um tratamento cuidadoso dos parâmetros de aquisição e do uso de relações básicas da química, essa 
equação pode ser usada para o cálculo direto de frações em massa conforme demonstrado em trabalho do nosso 
grupo [22]:

 

onde westoque é a fração em massa da solução usada para o preparo da referência, mestoque é a massa de solução esto-
que pesada para o preparo da referência, Vref  e Vamostra são os volumes de solvente, mamostra é a massa pesada de 
amostra e RG são os ganhos do receptor usados nas aquisições. É conveniente usar o mesmo ganho para as aquisi-
ções de forma a eliminar esse fator da equação.



É extremamente importante ressaltar que o princípio das medições feitas utilizando o método 
PULCON leva em conta a duração (largura) do pulso utilizado na aquisição, ou seja, esse parâme-
tro deve obrigatoriamente ser determinado em cada amostra a ser medida levando em conta a 
largura obtida para o sinal de interesse. Caso isso não seja feito, o método será na realidade uma 
padronização externa simples e não mais uma medida com PULCON. Maiores informações práti-
cas sobre esse método e suas fontes de incerteza podem ser vistas na referência [22]. 

Para a calibração da referência eletrônica, uma amostra de um MRC que cumpra os mesmos 
requisitos da seção 6.3 deve ser preparada. Nesse caso, é importante que o preparo seja feito 
de forma a resultar em uma concentração muito bem caracterizada, ou seja, a pesagem do pó 
deve ser feita de acordo com 6.4 e a adição do solvente deve ser feita com uma micropipeta 
calibrada. Na ausência de material volumétrico calibrado ou para uma exatidão ainda melhor, o 
preparo pode ser feito de forma totalmente gravimétrica (pesando-se o pó e o solvente adicio-
nado). Os mesmos cuidados de preparo devem ser aplicados nas amostras. Todos os outros 
cuidados mencionados na seção 6 devem ser considerados na aquisição e tratamento dos 
dados.

    MRCS PRODUZIDOS PELO INMETRO PARA USO EM RMNq

O Inmetro certificou um conjunto de MRCs de pureza elevada para serem utilizados como PI e 
calibrantes para referências eletrônicas em ensaios de RMNq. Os lotes de cada substância candi-
data à certificação foram sendo submetidos a diversos estudos para comprovar que são homo-
gêneos e estáveis. Além disso, seus valores de pureza foram sendo caracterizados por aborda-
gens independentes como RMNq, balanço de massas (método baseado na quantificação de 
todas as impurezas presentes no material), depressão do ponto de fusão (determinada por calo-
rimetria exploratória diferencial – DSC) e titulação coulométrica, dependendo do caso. Todos 
esses estudos são necessários para garantir o rigor dos valores certificados, já que esses mate-
riais estão no topo da hierarquia metrológica e serão utilizados para dar rastreabilidade a resul-
tados de ensaios subsequentes. 

Os estudos da certificação dos 4 primeiros MRCs desse tipo produzidos pelo Inmetro estão em 
fase de conclusão e esses materiais serão disponibilizados até o final de 2019. Na tabela 2, 
informações sobre esses MRCs. Os valores de solubilidade apresentados foram testados no 
laboratório. É possível que o limite da solubilidade seja maior. 

que ocorra relaxação completa de todos os núcleos antes de cada aquisição. A polarização 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. Já o tempo de relaxação depende de diversos fatores, como 
ambiente químico em que o núcleo está inserido, concentração da amostra, solvente utilizado e temperatura [17]. 
Portanto, deve ser avaliado para cada procedimento de medição. Se esses requisitos forem atendidos, pode-se espe-
rar que a resposta seja linear em qualquer concentração, bem como entre amostras e aquisições diferentes.

Os parâmetros de aquisição recomendados para ensaios quantitativos estão resumidos na tabela 1. 

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 laboratório do usuário utilizando procedimento validado de RMNq. Nesse caso, o PI utilizado 
na análise deve ser um MRC produzido por INM ou por produtor acreditado pela norma ABNT NBR ISO 17034. 
Idealmente, o material usado como PI deve apresentar pureza mínima de 995 mg/g (ou 99,5 %) e incerteza de medi-
ção inferior a 5 mg/g (ou 0,5 %). Seu espectro de RMN deve conter poucos picos (de preferência um só) em forma 
de simpleto ou multipleto simples, sem interferentes nas regiões integradas. Deve ser solúvel e inerte no solvente 
de RMN e não deve reagir com a amostra. Para facilitar a pesagem, não deve ser higroscópico, volátil ou sujeito a 
efeitos eletrostáticos. Deve ainda apresentar razão adequada entre número de átomos de hidrogênio quantificáveis 
e massa molar, de modo a evitar a pesagem de massa excessivamente baixa do PI para obter sinais da mesma 
ordem de grandeza da amostra [11].  

Um espectro do PI puro deve ser adquirido no solvente que será usado para verificar se apresenta alguma impureza 
que atrapalhará a análise.

6.4. Pesagem
Erros de pesagem da amostra ou do PI ou perda de material durante transferências subsequentes terão efeito 
direto, sendo essa uma das principais fontes de erro nos resultados de medição. Portanto, o procedimento de pesa-
gem deve estar bem estabelecido e a umidade relativa do laboratório 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-padrão 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-padrão combinada da pesagem seja 3 µg (um nível de incerteza atingido por balan-
ças microanalíticas modernas), a massa mínima pesada deve ser 10 mg para que a incerteza final não fique acima 
do valor esperado. 

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

 

no caso do uso de um MRC como PI, deve-se levar em conta também a quantidade mínima que pode ser usada do 
MRC, conforme descrito em seu certificado. A pesagem não deve ser feita diretamente no tubo de RMN. Além da 
dificuldade para pesar num tubo com abertura tão pequena, a solubilização do material seria difícil. Podem ser 
usados frascos de vidro com auxílio de barcas de pesagem de alumínio, por exemplo. 

6.5. Preparo da amostra
Uma vez que amostra e PI tenham sido pesados adequadamente, o resultado quantitativo dependerá da razão entre 
as duas massas. Portanto, o volume do solvente (ou a concentração das substâncias) não entrará no cálculo, de 
modo que uma medida simples de volume com micropipeta, por exemplo, é suficiente. O volume utilizado deve ser 
suficiente para solubilizar amostra e PI e para alcançar a altura mínima no tubo de RMN, recomendada pelo fabri-
cante para a sonda utilizada. Agitação em vórtex auxilia na dissolução dos sólidos. Banho de ultrassom também 
pode ser usado desde que não comprometa a estabilidade da amostra. 

Em caso de amostras pouco solúveis ou disponíveis em quantidades pequenas, pode ser necessária uma quantidade 
muito pequena do PI, tornando inviável a pesagem direta do sólido. Nessa situação, uma solução intermediária do 
PI pode ser preparada em solvente deuterado e uma alíquota dessa solução adicionada à amostra. Como o volume 
e a concentração da solução serão usados para calcular a massa de PI adicionada à amostra, os volumes devem ser 
medidos com exatidão nesse caso. Para reduzir a incerteza final, recomenda-se preparo gravimétrico, feito pela 
pesagem tanto do solvente usado para a solução intermediária, quanto da solução de PI adicionada à amostra. 

6.6. Otimização do espectrômetro de RMN
Não existe uma especificação de campo magnético mínimo para ensaios quantitativos, embora campos mais altos 
aumentem a resolução e a sensibilidade, melhorando a exatidão e a precisão dos resultados. Para que os resultados 
sejam quantitativos, é necessário que a amostra esteja totalmente polarizada antes do experimento ser iniciado e 

 sendo nA e nPI o número de núcleos que originaram os sinais do analito e do PI, respectivamente.
 
Uma vez que o uso da razão entre os sinais do analito e do PI é a melhor forma de se obter resultados quantitativos, 
a RMNq é chamada de “método de medição primário de razões” [2], [3]. A razão molar nA/nPI é calculada por:

sendo NPI e NA o número de núcleos equivalentes presentes em cada molécula do PI e do analito, envolvidos nos 
sinais integrados. Por exemplo, se a molécula do PI apresenta 4 átomos de hidrogênio, mas somente 2 originaram o 
sinal que foi integrado, NPI = 2. A equação anterior pode ser adaptada para cálculos de medições por RMNq. Por 
exemplo, para determinar a pureza de uma substância:

 
 
sendo, respectivamente, MA e MPI as massas molares do analito e PI, mPI e mA as massas pesadas do PI e analito e PPI 
a pureza do PI [2].

    BOAS PRÁTICAS PARA OBTER RESULTADOS DE RMNq 
    RASTREÁVEIS AO SI

O BIPM com a colaboração dos Institutos de Metrologia do Brasil (Inmetro), China (NIM), Turquia (UME) e Japão 
(NMIJ) elaborou uma série de documentos a respeito de PIs e procedimentos para RMNq que podem ser acessados 
no endereço https://www.bipm.org/en/bipm/chemistry/organic-analysis/qnmr/ [5]–[11]. Suas principais recomen-
dações serão mostradas a seguir, juntamente com a experiência do Inmetro na área. Esse texto foi pensado para RMN 
de 1H, núcleo que apresenta spin ½, abundância isotópica elevada (99,98 %) e faixa espectral pequena (20 ppm). Se 
outros núcleos forem analisados, outros cuidados devem ser tomados também. Por exemplo, verificar a influência 
do perfil de excitação do pulso é importante em caso de núcleos de faixa espectral extensa, como 19F. Já o fraciona-
mento isotópico natural exerce influência significativa em núcleos menos abundantes, como o 13C [12]–[14]. Além 
disso, os resultados só serão absolutamente quantitativos quando uma sequência simples do tipo pulso-aquisição 
for utilizada já que em sequências mais complexas é muito comum que haja efeitos que potencializam ou inibem 
diferencialmente alguns sinais, como as perdas por relaxação em longas sequências bidimensionais que não são 
equivalentes para todos os sinais visto que cada um possui sua constante de tempo de relaxação.

6.1. Identificação
O primeiro passo para RMNq é confirmar a identidade da substância que será quantificada, utilizando RMN qualitati-
va ou outras técnicas. Em seguida, verificar sua massa molar (M) e o número de núcleos (N) envolvidos em cada sinal 
que será integrado. Depois adquirir um espectro da amostra pura (sem PI) em solução para verificar se os sinais que 
serão integrados estão livres de interferentes. 

6.2. Escolha do solvente 
Na padronização interna, amostra e PI devem estar solúveis no mesmo tubo, portanto o solvente deuterado deve 
solubilizar ambos. Recomenda-se testar a solubilidade antes da análise, pesando as quantidades que serão usadas 
de amostra e PI no mesmo tubo e adicionando o solvente – que não precisa ser deuterado para esse teste. Uma 
fração não solubilizada da amostra ou do PI causará erro no resultado final, portanto devem-se evitar concentrações 
próximas do limite da solubilidade. Os sinais residuais do solvente e da umidade não devem se sobrepor aos sinais 
que serão integrados. Tabelas com os deslocamentos dos solventes mais utilizados estão disponíveis na literatura 
[15]. Um espectro do solvente puro deve ser adquirido para verificar se apresenta alguma impureza que atrapalhará 
a análise.  

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

Para manter a cadeia de rastreabilidade metrológica, deve ser utilizado como PI um material de referência certifica-

    ESPECTROSCOPIA DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA 
    NUCLEAR QUANTITATIVA (RMNq)

A importância da espectroscopia de RMN para a química analítica e metrologia química vem crescendo em razão de 
seu potencial quantitativo. O Bureau Internacional de Pesos e Medidas (BIPM) e autores relevantes para a área 
consideram a RMNq um método de medição primário, ou seja, um método que fornece resultados diretamente 
rastreáveis ao Sistema Internacional de Unidades (SI), sem precisar de padrões ou materiais de referência interme-
diários, nem de fatores de correção empíricos [1]–[4]. Tomando como exemplo a gravimetria, método primário 
consagrado, é possível facilmente compreender que nem todas as determinações de massa feitas em balanças são 
medições primárias. Na realidade, para que a propriedade do método primário seja mantida, há uma série de requi-
sitos que devem ser seguidos como a calibração adequada, o manuseio correto dos equipamentos e o uso de 
padrões com rastreabilidade, dentre outros. Da mesma forma, nem todas as determinações quantitativas feitas por 
RMN serão consideradas primárias e esse documento tem por objetivo mostrar alguns dos requisitos que devem ser 
seguidos para que a medição tenha essa propriedade.

     PADRÕES PARA RMNq

Como a RMNq se baseia na resposta de determinados núcleos dos compostos que estão sendo analisados, um mate-
rial de referência de uma substância diferente pode ser usado como padrão, desde que essa substância contenha o 
núcleo utilizado na análise, por exemplo, hidrogênio (1H). Essa propriedade é muito útil quando não existe material 
de referência disponível para aquela substância. Por essa razão, a RMNq vem sendo utilizada com frequência em 
determinações de pureza de compostos orgânicos, necessárias para estabelecer a cadeia de rastreabilidade metroló-
gica de medições subsequentes. Além disso, a técnica permite que o mesmo material de referência seja usado em 
diversas quantificações. É necessário porém que os padrões utilizados cumpram uma série de requisitos que serão 
discutidos nesse documento.

    TIPOS DE CALIBRAÇÃO

Embora procedimentos de calibração externa possam ser empregados em RMNq, a calibração interna é mais reco-
mendada por apresentar incerteza de medição menor e potencial para fornecer resultados com rastreabilidade 
metrológica ao SI. Nesse tipo de calibração, um padrão interno (PI) é adicionado junto com a amostra ao tubo de 
RMN. Portanto deve ser usada como PI uma substância que não esteja presente na amostra. A determinação da 
amostra e do PI na mesma análise faz com que ambos estejam sujeitos às mesmas condições experimentais. Isso 
elimina fontes de variação como diâmetro do tubo, duração do pulso de radiofrequência, ganho do receptor e 
número de transientes (scans), por exemplo. Há também métodos de referência eletrônica, nos quais um sinal é 
gerado eletronicamente no espectro da amostra (ERETICTM) ou aqueles que se baseiam em propriedades físicas do 
método (PULCON).

    RMNq COMO MÉTODO DE MEDIÇÃO PRIMÁRIO 
    DE RAZÕES

A resposta do sinal de RMN, particularmente a área do sinal integrado (Ii), é diretamente proporcional ao número de 
núcleos (ni) que originaram aquele sinal:
 

sendo KS uma constante do espectrômetro. Se a aquisição do espectro for feita de maneira adequada para quantifi-
cação, como será mostrado adiante, KS será igual para todos os sinais do espectro. Ainda que na prática não seja 
viável determinar seu valor, o uso da razão entre o sinal do analito (IA) e o de um PI (IPI) permite retirar KS da equa-
ção:

O trabalho do sistema internacional de metrologia é justamente o de prover essa referência comum para uso dos 
laboratórios em suas medições de forma a permitir que os resultados sejam comparáveis internacionalmente. 
Esse trabalho teve início em 1875 com a assinatura do tratado do metro e posteriormente os acordos de reconhe-
cimento mútuo. A importância de um sistema como esse reside no fato de que por meio do reconhecimento 
mútuo, medições realizadas em um país com fins comerciais, por exemplo, não serão questionadas em outro país 
já que o acordo implica em reconhecer que as medições realizadas em outro local são equivalentes àquelas reali-
zadas sob seu controle. Assim, há exemplos fáceis de compreender, como o quilograma que consistia até recente-
mente (maio de 2019) em um padrão físico reconhecido internacionalmente e outros mais difíceis. Após a entrada 
em vigor do novo SI em 20 de maio de 2019, não existem mais padrões físicos e, portanto, todo o sistema depen-
de fortemente dos Institutos Nacionais de Metrologia e da equivalência entre os mesmos, fato que é declarado 
por meio das assim chamadas Capacidades de Medição e Calibração (CMC) para cada área da ciência. O Inmetro 
possui diversas CMC na área de química, demonstrando sua capacidade de produzir materiais químicos rastreá-
veis ao SI e consequentemente capazes de serem usados para produzir resultados comparáveis com aqueles obti-
dos em qualquer ponto do Globo.

  

Experimentos bidimensionais como HSQC podem ajudar a verificar se os sinais escolhidos para quantificação são 
unicamente da amostra ou do PI, sem contribuição de impurezas. Entretanto, a sensibilidade desses experimentos 
é baixa e a ausência de interferências detectáveis não garante que o sinal está totalmente livre de sobreposição 
com outros picos.

6.7. Processamento dos espectros
O processamento dos espectros exerce influência expressiva nos resultados de RMNq. Durante a etapa de treina-
mento de analistas novos, sugere-se comparar seu processamento com o de outros mais experientes e ver se os 
resultados são concordantes. Caso contrário, revisar os procedimentos para identificar a causa da diferença. 

Sinais de átomos de hidrogênio lábeis, intercambiáveis ou sujeitos a troca tautomérica nunca devem ser usados 
para quantificação. Portanto, na grande maioria dos casos, os sinais quantificados serão de átomos de hidrogênio 
ligados a carbono. O acoplamento do 1H ao 13C resulta na formação dos chamados satélites de 13C no espectro de 
1H. Somados, os satélites representam aproximadamente 1,1 % da área total do pico (incluindo os satélites). 
Embora cada posição da molécula tenha um valor específico de abundância de 13C, essa variação representa pouco 
para o resultado de 1H. Ou seja, para fins práticos, pode-se considerar que todos os sinais de 1H ligado a carbono, 
tanto da amostra quanto do PI, apresentam satélites de 13C de intensidade relativa igual. Portanto, para RMNq de 
1H, os satélites de 13C podem ser incluídos ou excluídos da integração, desde que o mesmo procedimento seja 
adotado para amostra e PI. 

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

a) ajustar a fase do espectro – o ajuste manual costuma fornecer resultados quantitativos melhores;

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

c) para melhorar a relação sinal/ruído, pode-se utilizar uma função de multiplicação exponencial aos dados brutos 
(FID); por exemplo, apodização com alargamento de pico de no máximo 0,3 Hz (recomenda-se de 0,05 a 0,10 Hz para 
evitar alargamento excessivo);

d) integrar os sinais da amostra e do PI que serão quantificados. A região 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 área do sinal. No caso de multipletos, deve-se considerar a largura dos picos mais externos. Alternativa-
mente, pode-se integrar a região compreendida em 30 Hz além dos satélites de 13C mais externos. Essa faixa integra-
da normalmente excede o critério baseado na largura à meia altura. A mesma integração pode ser copiada para os 
demais espectros da análise; 

e) corrigir a linha de base. Caso seja usada correção automática, verificar previamente, utilizando amostras de 
pureza conhecida (materiais de referência, por exemplo), se o algoritmo utilizado para correção não está prejudican-
do a exatidão ou a precisão dos resultados. A correção manual costuma gerar resultados melhores quando exatidão 
elevada é importante para o resultado. Nesse caso, pode-se fazer a correção ponto-a-ponto, focando nos picos que 
serão quantificados. Para isso, adicionar pontos de correção próximos da região integrada, mas fora dela, para que 
a alteração da linha de base causada pela adição do ponto não se localize dentro de uma área integrada. 

Um ou mais picos do PI e da amostra podem ser utilizados na quantificação. No caso da amostra, sempre que possí-
vel, deve-se integrar mais de um sinal e calcular o resultado separadamente para cada sinal integrado. A concor-
dância entre os valores obtidos indica, embora não garanta, que os picos integrados estão livres de interferências 
e que o resultado está correto.

6.8. Estimativa da Incerteza de medição
A identificação das fontes de incerteza de medição pode ser feita a partir da verificação das grandezas de entrada 
na equação do mensurando, apresentada anteriormente para o caso de uma medição de pureza. Apresentam-se a 
seguir os principais componentes de incerteza que devem ser avaliados. 

A repetibilidade da área integrada do sinal incorpora contribuições de fatores como excitação, população, eficiên-
cia de detecção e processamento dos dados, que são fontes de incerteza tipo A. Como uma análise costuma ser 
feita com pelo menos duas soluções preparadas independentemente, as diferenças de massa pesada influenciarão 
o resultado absoluto das integrais. Portanto, uma estimativa inicial da incerteza pode ser feita para cada preparo 
e os valores obtidos podem ser combinados posteriormente. Ou então valores de área normalizados para a menor 
massa pesada, por exemplo, podem ser adotados para que os resultados de diferentes preparos de amostra sejam 
avaliados simultaneamente. 

 

GUIA PARA OBTER RESULTADOS RASTREÁVEIS 
AO SISTEMA INTERNACIONAL DE UNIDADES (SI)

CALIBRAÇÃO EM RMNq

As fontes de incerteza das demais grandezas de entrada da equação são do tipo B. A incerteza das massas molares 
pode ser obtida a partir de dados da IUPAC [19]. O cálculo do peso molecular com a sua respectiva incerteza de 
medição pode ser realizado em ferramenta online da própria IUPAC [20].  A contribuição da pesagem pode ser 
avaliada pela incerteza da calibração das balanças e pela contribuição do empuxo. A incerteza do valor de pureza 
do PI deve ser informada pelo fornecedor do MRC em seu certificado.
 

    USO DE UMA REFERÊNCIA ELETRÔNICA PARA 
    CALIBRAÇÃO

O ganho de precisão em RMNq é bastante considerável quando se compara a padronização interna com a padroniza-
ção externa [21]. No entanto, em muitos casos é difícil encontrar um padrão interno adequado para a realização das 
análises que cumpra todos os requisitos mostrados aqui. Uma alternativa quando não existe padrão interno adequado 
é o uso de padronização por referência eletrônica. 

A padronização eletrônica elimina a necessidade de se pesar um padrão interno juntamente com as amostras. Esta 
prática reduz possíveis erros analíticos e torna o processo mais prático, uma vez que uma mesma referência pode 
ser usada para a quantificação de várias amostras diferentes [22]. O uso de referências eletrônicas fornece resulta-
dos com aproximadamente o mesmo nível de precisão daqueles obtidos com padronização interna [21] e, se a refe-
rência for adequadamente calibrada, com rastreabilidade metrológica [23].
O uso de referências eletrônicas foi introduzido com o método chamado ERETICTM (Electronic Reference to Assess In 
vivo Concentrations) [24], que consiste em criar um pico sintético através da introdução de um pulso de radiofrequ-
ência (RF) durante a detecção. Esse sinal sintético pode ser calibrado e usado para medir as concentrações absolutas 
posteriormente [25]. Uma vez que o ERETICTM requer o uso de equipamento acessório para a geração do pulso de 
RF, outro grupo interessado em referências eletrônicas desenvolveu uma metodologia que não depende de instru-
mento externo, o PULCON (Pulse Length Based Concentration Determination) [26]. O método PULCON (chamado 
comercialmente de ERETIC2) é baseado num princípio da espectroscopia de RMN chamado princípio da reciprocida-
de que, de maneira sucinta, diz que a intensidade de um sinal de RMN é inversamente proporcional à largura do 
pulso de 90 º da amostra. Dessa forma, o método promete uma forma robusta e de fácil utilização para medição de 
concentrações em soluções. Tanto o ERETICTM quanto o PULCON requerem a calibração da referência eletrônica por 
uma referência, que pode então ser utilizada para a quantificação de diversas amostras com a mesma sonda de RMN 
e, para obter medidas com rastreabilidade metrológica, essa calibração da referência deve ser feita seguindo exata-
mente os mesmos passos descritos na seção 6 desse documento, porém usando apenas o material de referência 
certificado que naquele caso seria o PI.

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

 

onde Camostra e Cref são as concentrações molares da amostra e da referência, fT é um fator de correção para o uso de 
diferentes ganhos do receptor nas aquisições da amostra e da referência e para relaxação incompleta, T são as 
temperaturas de aquisição, θ são os comprimentos de pulso e n o número de transientes usados nas aquisições.
 
A partir de um tratamento cuidadoso dos parâmetros de aquisição e do uso de relações básicas da química, essa 
equação pode ser usada para o cálculo direto de frações em massa conforme demonstrado em trabalho do nosso 
grupo [22]:

 

onde westoque é a fração em massa da solução usada para o preparo da referência, mestoque é a massa de solução esto-
que pesada para o preparo da referência, Vref  e Vamostra são os volumes de solvente, mamostra é a massa pesada de 
amostra e RG são os ganhos do receptor usados nas aquisições. É conveniente usar o mesmo ganho para as aquisi-
ções de forma a eliminar esse fator da equação.



É extremamente importante ressaltar que o princípio das medições feitas utilizando o método 
PULCON leva em conta a duração (largura) do pulso utilizado na aquisição, ou seja, esse parâme-
tro deve obrigatoriamente ser determinado em cada amostra a ser medida levando em conta a 
largura obtida para o sinal de interesse. Caso isso não seja feito, o método será na realidade uma 
padronização externa simples e não mais uma medida com PULCON. Maiores informações práti-
cas sobre esse método e suas fontes de incerteza podem ser vistas na referência [22]. 

Para a calibração da referência eletrônica, uma amostra de um MRC que cumpra os mesmos 
requisitos da seção 6.3 deve ser preparada. Nesse caso, é importante que o preparo seja feito 
de forma a resultar em uma concentração muito bem caracterizada, ou seja, a pesagem do pó 
deve ser feita de acordo com 6.4 e a adição do solvente deve ser feita com uma micropipeta 
calibrada. Na ausência de material volumétrico calibrado ou para uma exatidão ainda melhor, o 
preparo pode ser feito de forma totalmente gravimétrica (pesando-se o pó e o solvente adicio-
nado). Os mesmos cuidados de preparo devem ser aplicados nas amostras. Todos os outros 
cuidados mencionados na seção 6 devem ser considerados na aquisição e tratamento dos 
dados.

    MRCS PRODUZIDOS PELO INMETRO PARA USO EM RMNq

O Inmetro certificou um conjunto de MRCs de pureza elevada para serem utilizados como PI e 
calibrantes para referências eletrônicas em ensaios de RMNq. Os lotes de cada substância candi-
data à certificação foram sendo submetidos a diversos estudos para comprovar que são homo-
gêneos e estáveis. Além disso, seus valores de pureza foram sendo caracterizados por aborda-
gens independentes como RMNq, balanço de massas (método baseado na quantificação de 
todas as impurezas presentes no material), depressão do ponto de fusão (determinada por calo-
rimetria exploratória diferencial – DSC) e titulação coulométrica, dependendo do caso. Todos 
esses estudos são necessários para garantir o rigor dos valores certificados, já que esses mate-
riais estão no topo da hierarquia metrológica e serão utilizados para dar rastreabilidade a resul-
tados de ensaios subsequentes. 

Os estudos da certificação dos 4 primeiros MRCs desse tipo produzidos pelo Inmetro estão em 
fase de conclusão e esses materiais serão disponibilizados até o final de 2019. Na tabela 2, 
informações sobre esses MRCs. Os valores de solubilidade apresentados foram testados no 
laboratório. É possível que o limite da solubilidade seja maior. 

Experimentos bidimensionais como HSQC podem ajudar a verificar se os sinais escolhidos para quantificação são 
unicamente da amostra ou do PI, sem contribuição de impurezas. Entretanto, a sensibilidade desses experimentos 
é baixa e a ausência de interferências detectáveis não garante que o sinal está totalmente livre de sobreposição 
com outros picos.

6.7. Processamento dos espectros
O processamento dos espectros exerce influência expressiva nos resultados de RMNq. Durante a etapa de treina-
mento de analistas novos, sugere-se comparar seu processamento com o de outros mais experientes e ver se os 
resultados são concordantes. Caso contrário, revisar os procedimentos para identificar a causa da diferença. 

Sinais de átomos de hidrogênio lábeis, intercambiáveis ou sujeitos a troca tautomérica nunca devem ser usados 
para quantificação. Portanto, na grande maioria dos casos, os sinais quantificados serão de átomos de hidrogênio 
ligados a carbono. O acoplamento do 1H ao 13C resulta na formação dos chamados satélites de 13C no espectro de 
1H. Somados, os satélites representam aproximadamente 1,1 % da área total do pico (incluindo os satélites). 
Embora cada posição da molécula tenha um valor específico de abundância de 13C, essa variação representa pouco 
para o resultado de 1H. Ou seja, para fins práticos, pode-se considerar que todos os sinais de 1H ligado a carbono, 
tanto da amostra quanto do PI, apresentam satélites de 13C de intensidade relativa igual. Portanto, para RMNq de 
1H, os satélites de 13C podem ser incluídos ou excluídos da integração, desde que o mesmo procedimento seja 
adotado para amostra e PI. 

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

a) ajustar a fase do espectro – o ajuste manual costuma fornecer resultados quantitativos melhores;

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

c) para melhorar a relação sinal/ruído, pode-se utilizar uma função de multiplicação exponencial aos dados brutos 
(FID); por exemplo, apodização com alargamento de pico de no máximo 0,3 Hz (recomenda-se de 0,05 a 0,10 Hz para 
evitar alargamento excessivo);

d) integrar os sinais da amostra e do PI que serão quantificados. A região 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 área do sinal. No caso de multipletos, deve-se considerar a largura dos picos mais externos. Alternativa-
mente, pode-se integrar a região compreendida em 30 Hz além dos satélites de 13C mais externos. Essa faixa integra-
da normalmente excede o critério baseado na largura à meia altura. A mesma integração pode ser copiada para os 
demais espectros da análise; 

e) corrigir a linha de base. Caso seja usada correção automática, verificar previamente, utilizando amostras de 
pureza conhecida (materiais de referência, por exemplo), se o algoritmo utilizado para correção não está prejudican-
do a exatidão ou a precisão dos resultados. A correção manual costuma gerar resultados melhores quando exatidão 
elevada é importante para o resultado. Nesse caso, pode-se fazer a correção ponto-a-ponto, focando nos picos que 
serão quantificados. Para isso, adicionar pontos de correção próximos da região integrada, mas fora dela, para que 
a alteração da linha de base causada pela adição do ponto não se localize dentro de uma área integrada. 

Um ou mais picos do PI e da amostra podem ser utilizados na quantificação. No caso da amostra, sempre que possí-
vel, deve-se integrar mais de um sinal e calcular o resultado separadamente para cada sinal integrado. A concor-
dância entre os valores obtidos indica, embora não garanta, que os picos integrados estão livres de interferências 
e que o resultado está correto.

6.8. Estimativa da Incerteza de medição
A identificação das fontes de incerteza de medição pode ser feita a partir da verificação das grandezas de entrada 
na equação do mensurando, apresentada anteriormente para o caso de uma medição de pureza. Apresentam-se a 
seguir os principais componentes de incerteza que devem ser avaliados. 

A repetibilidade da área integrada do sinal incorpora contribuições de fatores como excitação, população, eficiên-
cia de detecção e processamento dos dados, que são fontes de incerteza tipo A. Como uma análise costuma ser 
feita com pelo menos duas soluções preparadas independentemente, as diferenças de massa pesada influenciarão 
o resultado absoluto das integrais. Portanto, uma estimativa inicial da incerteza pode ser feita para cada preparo 
e os valores obtidos podem ser combinados posteriormente. Ou então valores de área 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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do PI deve ser informada pelo fornecedor do MRC em seu certificado.
 

    USO DE UMA REFERÊNCIA ELETRÔNICA PARA 
    CALIBRAÇÃO

O ganho de precisão em RMNq é bastante considerável quando se compara a padronização interna com a padroniza-
ção externa [21]. No entanto, em muitos casos é difícil encontrar um padrão interno adequado para a realização das 
análises que cumpra todos os requisitos mostrados aqui. Uma alternativa quando não existe padrão interno adequado 
é o uso de padronização por referência eletrônica. 

A padronização eletrônica elimina a necessidade de se pesar um padrão interno juntamente com as amostras. Esta 
prática reduz possíveis erros analíticos e torna o processo mais prático, uma vez que uma mesma referência pode 
ser usada para a quantificação de várias amostras diferentes [22]. O uso de referências eletrônicas fornece resulta-
dos com aproximadamente o mesmo nível de precisão daqueles obtidos com padronização interna [21] e, se a refe-
rência for adequadamente calibrada, com rastreabilidade metrológica [23].
O uso de referências eletrônicas foi introduzido com o método chamado ERETICTM (Electronic Reference to Assess In 
vivo Concentrations) [24], que consiste em criar um pico sintético através da introdução de um pulso de radiofrequ-
ência (RF) durante a detecção. Esse sinal sintético pode ser calibrado e usado para medir as concentrações absolutas 
posteriormente [25]. Uma vez que o ERETICTM requer o uso de equipamento acessório para a geração do pulso de 
RF, outro grupo interessado em referências eletrônicas desenvolveu uma metodologia que não depende de instru-
mento externo, o PULCON (Pulse Length Based Concentration Determination) [26]. O método PULCON (chamado 
comercialmente de ERETIC2) é baseado num princípio da espectroscopia de RMN chamado princípio da reciprocida-
de que, de maneira sucinta, diz que a intensidade de um sinal de RMN é inversamente proporcional à largura do 
pulso de 90 º da amostra. Dessa forma, o método promete uma forma robusta e de fácil utilização para medição de 
concentrações em soluções. Tanto o ERETICTM quanto o PULCON requerem a calibração da referência eletrônica por 
uma referência, que pode então ser utilizada para a quantificação de diversas amostras com a mesma sonda de RMN 
e, para obter medidas com rastreabilidade metrológica, essa calibração da referência deve ser feita seguindo exata-
mente os mesmos passos descritos na seção 6 desse documento, porém usando apenas o material de referência 
certificado que naquele caso seria o PI.

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

 

onde Camostra e Cref são as concentrações molares da amostra e da referência, fT é um fator de correção para o uso de 
diferentes ganhos do receptor nas aquisições da amostra e da referência e para relaxação incompleta, T são as 
temperaturas de aquisição, θ são os comprimentos de pulso e n o número de transientes usados nas aquisições.
 
A partir de um tratamento cuidadoso dos parâmetros de aquisição e do uso de relações básicas da química, essa 
equação pode ser usada para o cálculo direto de frações em massa conforme demonstrado em trabalho do nosso 
grupo [22]:

 

onde westoque é a fração em massa da solução usada para o preparo da referência, mestoque é a massa de solução esto-
que pesada para o preparo da referência, Vref  e Vamostra são os volumes de solvente, mamostra é a massa pesada de 
amostra e RG são os ganhos do receptor usados nas aquisições. É conveniente usar o mesmo ganho para as aquisi-
ções de forma a eliminar esse fator da equação.
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É extremamente importante ressaltar que o princípio das medições feitas utilizando o método 
PULCON leva em conta a duração (largura) do pulso utilizado na aquisição, ou seja, esse parâme-
tro deve obrigatoriamente ser determinado em cada amostra a ser medida levando em conta a 
largura obtida para o sinal de interesse. Caso isso não seja feito, o método será na realidade uma 
padronização externa simples e não mais uma medida com PULCON. Maiores informações práti-
cas sobre esse método e suas fontes de incerteza podem ser vistas na referência [22]. 

Para a calibração da referência eletrônica, uma amostra de um MRC que cumpra os mesmos 
requisitos da seção 6.3 deve ser preparada. Nesse caso, é importante que o preparo seja feito 
de forma a resultar em uma concentração muito bem caracterizada, ou seja, a pesagem do pó 
deve ser feita de acordo com 6.4 e a adição do solvente deve ser feita com uma micropipeta 
calibrada. Na ausência de material volumétrico calibrado ou para uma exatidão ainda melhor, o 
preparo pode ser feito de forma totalmente gravimétrica (pesando-se o pó e o solvente adicio-
nado). Os mesmos cuidados de preparo devem ser aplicados nas amostras. Todos os outros 
cuidados mencionados na seção 6 devem ser considerados na aquisição e tratamento dos 
dados.

    MRCS PRODUZIDOS PELO INMETRO PARA USO EM RMNq

O Inmetro certificou um conjunto de MRCs de pureza elevada para serem utilizados como PI e 
calibrantes para referências eletrônicas em ensaios de RMNq. Os lotes de cada substância candi-
data à certificação foram sendo submetidos a diversos estudos para comprovar que são homo-
gêneos e estáveis. Além disso, seus valores de pureza foram sendo caracterizados por aborda-
gens independentes como RMNq, balanço de massas (método baseado na quantificação de 
todas as impurezas presentes no material), depressão do ponto de fusão (determinada por calo-
rimetria exploratória diferencial – DSC) e titulação coulométrica, dependendo do caso. Todos 
esses estudos são necessários para garantir o rigor dos valores certificados, já que esses mate-
riais estão no topo da hierarquia metrológica e serão utilizados para dar rastreabilidade a resul-
tados de ensaios subsequentes. 

Os estudos da certificação dos 4 primeiros MRCs desse tipo produzidos pelo Inmetro estão em 
fase de conclusão e esses materiais serão disponibilizados até o final de 2019. Na tabela 2, 
informações sobre esses MRCs. Os valores de solubilidade apresentados foram testados no 
laboratório. É possível que o limite da solubilidade seja maior. 

Experimentos bidimensionais como HSQC podem ajudar a verificar se os sinais escolhidos para quantificação são 
unicamente da amostra ou do PI, sem contribuição de impurezas. Entretanto, a sensibilidade desses experimentos 
é baixa e a ausência de interferências detectáveis não garante que o sinal está totalmente livre de sobreposição 
com outros picos.

6.7. Processamento dos espectros
O processamento dos espectros exerce influência expressiva nos resultados de RMNq. Durante a etapa de treina-
mento de analistas novos, sugere-se comparar seu processamento com o de outros mais experientes e ver se os 
resultados são concordantes. Caso contrário, revisar os procedimentos para identificar a causa da diferença. 

Sinais de átomos de hidrogênio lábeis, intercambiáveis ou sujeitos a troca tautomérica nunca devem ser usados 
para quantificação. Portanto, na grande maioria dos casos, os sinais quantificados serão de átomos de hidrogênio 
ligados a carbono. O acoplamento do 1H ao 13C resulta na formação dos chamados satélites de 13C no espectro de 
1H. Somados, os satélites representam aproximadamente 1,1 % da área total do pico (incluindo os satélites). 
Embora cada posição da molécula tenha um valor específico de abundância de 13C, essa variação representa pouco 
para o resultado de 1H. Ou seja, para fins práticos, pode-se considerar que todos os sinais de 1H ligado a carbono, 
tanto da amostra quanto do PI, apresentam satélites de 13C de intensidade relativa igual. Portanto, para RMNq de 
1H, os satélites de 13C podem ser incluídos ou excluídos da integração, desde que o mesmo procedimento seja 
adotado para amostra e PI. 

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

a) ajustar a fase do espectro – o ajuste manual costuma fornecer resultados quantitativos melhores;

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

c) para melhorar a relação sinal/ruído, pode-se utilizar uma função de multiplicação exponencial aos dados brutos 
(FID); por exemplo, apodização com alargamento de pico de no máximo 0,3 Hz (recomenda-se de 0,05 a 0,10 Hz para 
evitar alargamento excessivo);

d) integrar os sinais da amostra e do PI que serão quantificados. A região 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 área do sinal. No caso de multipletos, deve-se considerar a largura dos picos mais externos. Alternativa-
mente, pode-se integrar a região compreendida em 30 Hz além dos satélites de 13C mais externos. Essa faixa integra-
da normalmente excede o critério baseado na largura à meia altura. A mesma integração pode ser copiada para os 
demais espectros da análise; 

e) corrigir a linha de base. Caso seja usada correção automática, verificar previamente, utilizando amostras de 
pureza conhecida (materiais de referência, por exemplo), se o algoritmo utilizado para correção não está prejudican-
do a exatidão ou a precisão dos resultados. A correção manual costuma gerar resultados melhores quando exatidão 
elevada é importante para o resultado. Nesse caso, pode-se fazer a correção ponto-a-ponto, focando nos picos que 
serão quantificados. Para isso, adicionar pontos de correção próximos da região integrada, mas fora dela, para que 
a alteração da linha de base causada pela adição do ponto não se localize dentro de uma área integrada. 

Um ou mais picos do PI e da amostra podem ser utilizados na quantificação. No caso da amostra, sempre que possí-
vel, deve-se integrar mais de um sinal e calcular o resultado separadamente para cada sinal integrado. A concor-
dância entre os valores obtidos indica, embora não garanta, que os picos integrados estão livres de interferências 
e que o resultado está correto.

6.8. Estimativa da Incerteza de medição
A identificação das fontes de incerteza de medição pode ser feita a partir da verificação das grandezas de entrada 
na equação do mensurando, apresentada anteriormente para o caso de uma medição de pureza. Apresentam-se a 
seguir os principais componentes de incerteza que devem ser avaliados. 

A repetibilidade da área integrada do sinal incorpora contribuições de fatores como excitação, população, eficiên-
cia de detecção e processamento dos dados, que são fontes de incerteza tipo A. Como uma análise costuma ser 
feita com pelo menos duas soluções preparadas independentemente, as diferenças de massa pesada influenciarão 
o resultado absoluto das integrais. Portanto, uma estimativa inicial da incerteza pode ser feita para cada preparo 
e os valores obtidos podem ser combinados posteriormente. Ou então valores de área normalizados para a menor 
massa pesada, por exemplo, podem ser adotados para que os resultados de diferentes preparos de amostra sejam 
avaliados simultaneamente. 

As fontes de incerteza das demais grandezas de entrada da equação são do tipo B. A incerteza das massas molares 
pode ser obtida a partir de dados da IUPAC [19]. O cálculo do peso molecular com a sua respectiva incerteza de 
medição pode ser realizado em ferramenta online da própria IUPAC [20].  A contribuição da pesagem pode ser 
avaliada pela incerteza da calibração das balanças e pela contribuição do empuxo. A incerteza do valor de pureza 
do PI deve ser informada pelo fornecedor do MRC em seu certificado.
 

    USO DE UMA REFERÊNCIA ELETRÔNICA PARA 
    CALIBRAÇÃO

O ganho de precisão em RMNq é bastante considerável quando se compara a padronização interna com a padroniza-
ção externa [21]. No entanto, em muitos casos é difícil encontrar um padrão interno adequado para a realização das 
análises que cumpra todos os requisitos mostrados aqui. Uma alternativa quando não existe padrão interno adequado 
é o uso de padronização por referência eletrônica. 

A padronização eletrônica elimina a necessidade de se pesar um padrão interno juntamente com as amostras. Esta 
prática reduz possíveis erros analíticos e torna o processo mais prático, uma vez que uma mesma referência pode 
ser usada para a quantificação de várias amostras diferentes [22]. O uso de referências eletrônicas fornece resulta-
dos com aproximadamente o mesmo nível de precisão daqueles obtidos com padronização interna [21] e, se a refe-
rência for adequadamente calibrada, com rastreabilidade metrológica [23].
O uso de referências eletrônicas foi introduzido com o método chamado ERETICTM (Electronic Reference to Assess In 
vivo Concentrations) [24], que consiste em criar um pico sintético através da introdução de um pulso de radiofrequ-
ência (RF) durante a detecção. Esse sinal sintético pode ser calibrado e usado para medir as concentrações absolutas 
posteriormente [25]. Uma vez que o ERETICTM requer o uso de equipamento acessório para a geração do pulso de 
RF, outro grupo interessado em referências eletrônicas desenvolveu uma metodologia que não depende de instru-
mento externo, o PULCON (Pulse Length Based Concentration Determination) [26]. O método PULCON (chamado 
comercialmente de ERETIC2) é baseado num princípio da espectroscopia de RMN chamado princípio da reciprocida-
de que, de maneira sucinta, diz que a intensidade de um sinal de RMN é inversamente proporcional à largura do 
pulso de 90 º da amostra. Dessa forma, o método promete uma forma robusta e de fácil utilização para medição de 
concentrações em soluções. Tanto o ERETICTM quanto o PULCON requerem a calibração da referência eletrônica por 
uma referência, que pode então ser utilizada para a quantificação de diversas amostras com a mesma sonda de RMN 
e, para obter medidas com rastreabilidade metrológica, essa calibração da referência deve ser feita seguindo exata-
mente os mesmos passos descritos na seção 6 desse documento, porém usando apenas o material de referência 
certificado que naquele caso seria o PI.

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

 

onde Camostra e Cref são as concentrações molares da amostra e da referência, fT é um fator de correção para o uso de 
diferentes ganhos do receptor nas aquisições da amostra e da referência e para relaxação incompleta, T são as 
temperaturas de aquisição, θ são os comprimentos de pulso e n o número de transientes usados nas aquisições.
 
A partir de um tratamento cuidadoso dos parâmetros de aquisição e do uso de relações básicas da química, essa 
equação pode ser usada para o cálculo direto de frações em massa conforme demonstrado em trabalho do nosso 
grupo [22]:

 

onde westoque é a fração em massa da solução usada para o preparo da referência, mestoque é a massa de solução esto-
que pesada para o preparo da referência, Vref  e Vamostra são os volumes de solvente, mamostra é a massa pesada de 
amostra e RG são os ganhos do receptor usados nas aquisições. É conveniente usar o mesmo ganho para as aquisi-
ções de forma a eliminar esse fator da equação.
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É extremamente importante ressaltar que o princípio das medições feitas utilizando o método 
PULCON leva em conta a duração (largura) do pulso utilizado na aquisição, ou seja, esse parâme-
tro deve obrigatoriamente ser determinado em cada amostra a ser medida levando em conta a 
largura obtida para o sinal de interesse. Caso isso não seja feito, o método será na realidade uma 
padronização externa simples e não mais uma medida com PULCON. Maiores informações práti-
cas sobre esse método e suas fontes de incerteza podem ser vistas na referência [22]. 

Para a calibração da referência eletrônica, uma amostra de um MRC que cumpra os mesmos 
requisitos da seção 6.3 deve ser preparada. Nesse caso, é importante que o preparo seja feito 
de forma a resultar em uma concentração muito bem caracterizada, ou seja, a pesagem do pó 
deve ser feita de acordo com 6.4 e a adição do solvente deve ser feita com uma micropipeta 
calibrada. Na ausência de material volumétrico calibrado ou para uma exatidão ainda melhor, o 
preparo pode ser feito de forma totalmente gravimétrica (pesando-se o pó e o solvente adicio-
nado). Os mesmos cuidados de preparo devem ser aplicados nas amostras. Todos os outros 
cuidados mencionados na seção 6 devem ser considerados na aquisição e tratamento dos 
dados.

    MRCS PRODUZIDOS PELO INMETRO PARA USO EM RMNq

O Inmetro certificou um conjunto de MRCs de pureza elevada para serem utilizados como PI e 
calibrantes para referências eletrônicas em ensaios de RMNq. Os lotes de cada substância candi-
data à certificação foram sendo submetidos a diversos estudos para comprovar que são homo-
gêneos e estáveis. Além disso, seus valores de pureza foram sendo caracterizados por aborda-
gens independentes como RMNq, balanço de massas (método baseado na quantificação de 
todas as impurezas presentes no material), depressão do ponto de fusão (determinada por calo-
rimetria exploratória diferencial – DSC) e titulação coulométrica, dependendo do caso. Todos 
esses estudos são necessários para garantir o rigor dos valores certificados, já que esses mate-
riais estão no topo da hierarquia metrológica e serão utilizados para dar rastreabilidade a resul-
tados de ensaios subsequentes. 

Os estudos da certificação dos 4 primeiros MRCs desse tipo produzidos pelo Inmetro estão em 
fase de conclusão e esses materiais serão disponibilizados até o final de 2019. Na tabela 2, 
informações sobre esses MRCs. Os valores de solubilidade apresentados foram testados no 
laboratório. É possível que o limite da solubilidade seja maior. 

Experimentos bidimensionais como HSQC podem ajudar a verificar se os sinais escolhidos para quantificação são 
unicamente da amostra ou do PI, sem contribuição de impurezas. Entretanto, a sensibilidade desses experimentos 
é baixa e a ausência de interferências detectáveis não garante que o sinal está totalmente livre de sobreposição 
com outros picos.

6.7. Processamento dos espectros
O processamento dos espectros exerce influência expressiva nos resultados de RMNq. Durante a etapa de treina-
mento de analistas novos, sugere-se comparar seu processamento com o de outros mais experientes e ver se os 
resultados são concordantes. Caso contrário, revisar os procedimentos para identificar a causa da diferença. 

Sinais de átomos de hidrogênio lábeis, intercambiáveis ou sujeitos a troca tautomérica nunca devem ser usados 
para quantificação. Portanto, na grande maioria dos casos, os sinais quantificados serão de átomos de hidrogênio 
ligados a carbono. O acoplamento do 1H ao 13C resulta na formação dos chamados satélites de 13C no espectro de 
1H. Somados, os satélites representam aproximadamente 1,1 % da área total do pico (incluindo os satélites). 
Embora cada posição da molécula tenha um valor específico de abundância de 13C, essa variação representa pouco 
para o resultado de 1H. Ou seja, para fins práticos, pode-se considerar que todos os sinais de 1H ligado a carbono, 
tanto da amostra quanto do PI, apresentam satélites de 13C de intensidade relativa igual. Portanto, para RMNq de 
1H, os satélites de 13C podem ser incluídos ou excluídos da integração, desde que o mesmo procedimento seja 
adotado para amostra e PI. 

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

a) ajustar a fase do espectro – o ajuste manual costuma fornecer resultados quantitativos melhores;

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

c) para melhorar a relação sinal/ruído, pode-se utilizar uma função de multiplicação exponencial aos dados brutos 
(FID); por exemplo, apodização com alargamento de pico de no máximo 0,3 Hz (recomenda-se de 0,05 a 0,10 Hz para 
evitar alargamento excessivo);

d) integrar os sinais da amostra e do PI que serão quantificados. A região 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 área do sinal. No caso de multipletos, deve-se considerar a largura dos picos mais externos. Alternativa-
mente, pode-se integrar a região compreendida em 30 Hz além dos satélites de 13C mais externos. Essa faixa integra-
da normalmente excede o critério baseado na largura à meia altura. A mesma integração pode ser copiada para os 
demais espectros da análise; 

e) corrigir a linha de base. Caso seja usada correção automática, verificar previamente, utilizando amostras de 
pureza conhecida (materiais de referência, por exemplo), se o algoritmo utilizado para correção não está prejudican-
do a exatidão ou a precisão dos resultados. A correção manual costuma gerar resultados melhores quando exatidão 
elevada é importante para o resultado. Nesse caso, pode-se fazer a correção ponto-a-ponto, focando nos picos que 
serão quantificados. Para isso, adicionar pontos de correção próximos da região integrada, mas fora dela, para que 
a alteração da linha de base causada pela adição do ponto não se localize dentro de uma área integrada. 

Um ou mais picos do PI e da amostra podem ser utilizados na quantificação. No caso da amostra, sempre que possí-
vel, deve-se integrar mais de um sinal e calcular o resultado separadamente para cada sinal integrado. A concor-
dância entre os valores obtidos indica, embora não garanta, que os picos integrados estão livres de interferências 
e que o resultado está correto.

6.8. Estimativa da Incerteza de medição
A identificação das fontes de incerteza de medição pode ser feita a partir da verificação das grandezas de entrada 
na equação do mensurando, apresentada anteriormente para o caso de uma medição de pureza. Apresentam-se a 
seguir os principais componentes de incerteza que devem ser avaliados. 

A repetibilidade da área integrada do sinal incorpora contribuições de fatores como excitação, população, eficiên-
cia de detecção e processamento dos dados, que são fontes de incerteza tipo A. Como uma análise costuma ser 
feita com pelo menos duas soluções preparadas independentemente, as diferenças de massa pesada influenciarão 
o resultado absoluto das integrais. Portanto, uma estimativa inicial da incerteza pode ser feita para cada preparo 
e os valores obtidos podem ser combinados posteriormente. Ou então valores de área normalizados para a menor 
massa pesada, por exemplo, podem ser adotados para que os resultados de diferentes preparos de amostra sejam 
avaliados simultaneamente. 

As fontes de incerteza das demais grandezas de entrada da equação são do tipo B. A incerteza das massas molares 
pode ser obtida a partir de dados da IUPAC [19]. O cálculo do peso molecular com a sua respectiva incerteza de 
medição pode ser realizado em ferramenta online da própria IUPAC [20].  A contribuição da pesagem pode ser 
avaliada pela incerteza da calibração das balanças e pela contribuição do empuxo. A incerteza do valor de pureza 
do PI deve ser informada pelo fornecedor do MRC em seu certificado.
 

    USO DE UMA REFERÊNCIA ELETRÔNICA PARA 
    CALIBRAÇÃO

O ganho de precisão em RMNq é bastante considerável quando se compara a padronização interna com a padroniza-
ção externa [21]. No entanto, em muitos casos é difícil encontrar um padrão interno adequado para a realização das 
análises que cumpra todos os requisitos mostrados aqui. Uma alternativa quando não existe padrão interno adequado 
é o uso de padronização por referência eletrônica. 

A padronização eletrônica elimina a necessidade de se pesar um padrão interno juntamente com as amostras. Esta 
prática reduz possíveis erros analíticos e torna o processo mais prático, uma vez que uma mesma referência pode 
ser usada para a quantificação de várias amostras diferentes [22]. O uso de referências eletrônicas fornece resulta-
dos com aproximadamente o mesmo nível de precisão daqueles obtidos com padronização interna [21] e, se a refe-
rência for adequadamente calibrada, com rastreabilidade metrológica [23].
O uso de referências eletrônicas foi introduzido com o método chamado ERETICTM (Electronic Reference to Assess In 
vivo Concentrations) [24], que consiste em criar um pico sintético através da introdução de um pulso de radiofrequ-
ência (RF) durante a detecção. Esse sinal sintético pode ser calibrado e usado para medir as concentrações absolutas 
posteriormente [25]. Uma vez que o ERETICTM requer o uso de equipamento acessório para a geração do pulso de 
RF, outro grupo interessado em referências eletrônicas desenvolveu uma metodologia que não depende de instru-
mento externo, o PULCON (Pulse Length Based Concentration Determination) [26]. O método PULCON (chamado 
comercialmente de ERETIC2) é baseado num princípio da espectroscopia de RMN chamado princípio da reciprocida-
de que, de maneira sucinta, diz que a intensidade de um sinal de RMN é inversamente proporcional à largura do 
pulso de 90 º da amostra. Dessa forma, o método promete uma forma robusta e de fácil utilização para medição de 
concentrações em soluções. Tanto o ERETICTM quanto o PULCON requerem a calibração da referência eletrônica por 
uma referência, que pode então ser utilizada para a quantificação de diversas amostras com a mesma sonda de RMN 
e, para obter medidas com rastreabilidade metrológica, essa calibração da referência deve ser feita seguindo exata-
mente os mesmos passos descritos na seção 6 desse documento, porém usando apenas o material de referência 
certificado que naquele caso seria o PI.

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

 

onde Camostra e Cref são as concentrações molares da amostra e da referência, fT é um fator de correção para o uso de 
diferentes ganhos do receptor nas aquisições da amostra e da referência e para relaxação incompleta, T são as 
temperaturas de aquisição, θ são os comprimentos de pulso e n o número de transientes usados nas aquisições.
 
A partir de um tratamento cuidadoso dos parâmetros de aquisição e do uso de relações básicas da química, essa 
equação pode ser usada para o cálculo direto de frações em massa conforme demonstrado em trabalho do nosso 
grupo [22]:

 

onde westoque é a fração em massa da solução usada para o preparo da referência, mestoque é a massa de solução esto-
que pesada para o preparo da referência, Vref  e Vamostra são os volumes de solvente, mamostra é a massa pesada de 
amostra e RG são os ganhos do receptor usados nas aquisições. É conveniente usar o mesmo ganho para as aquisi-
ções de forma a eliminar esse fator da equação.
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Tabela 2 – Propriedades dos MRCs produzidos pelo Inmetro para uso em RMNq

*Possível formação de sinais alargados para as hidroxilas do PI, ocupando regiões extensas do espectro.
**Deve ser evitado por risco de reação de esterificação ou transesterificação entre PI e solvente.



É extremamente importante ressaltar que o princípio das medições feitas utilizando o método 
PULCON leva em conta a duração (largura) do pulso utilizado na aquisição, ou seja, esse parâme-
tro deve obrigatoriamente ser determinado em cada amostra a ser medida levando em conta a 
largura obtida para o sinal de interesse. Caso isso não seja feito, o método será na realidade uma 
padronização externa simples e não mais uma medida com PULCON. Maiores informações práti-
cas sobre esse método e suas fontes de incerteza podem ser vistas na referência [22]. 

Para a calibração da referência eletrônica, uma amostra de um MRC que cumpra os mesmos 
requisitos da seção 6.3 deve ser preparada. Nesse caso, é importante que o preparo seja feito 
de forma a resultar em uma concentração muito bem caracterizada, ou seja, a pesagem do pó 
deve ser feita de acordo com 6.4 e a adição do solvente deve ser feita com uma micropipeta 
calibrada. Na ausência de material volumétrico calibrado ou para uma exatidão ainda melhor, o 
preparo pode ser feito de forma totalmente gravimétrica (pesando-se o pó e o solvente adicio-
nado). Os mesmos cuidados de preparo devem ser aplicados nas amostras. Todos os outros 
cuidados mencionados na seção 6 devem ser considerados na aquisição e tratamento dos 
dados.

    MRCS PRODUZIDOS PELO INMETRO PARA USO EM RMNq

O Inmetro certificou um conjunto de MRCs de pureza elevada para serem utilizados como PI e 
calibrantes para referências eletrônicas em ensaios de RMNq. Os lotes de cada substância candi-
data à certificação foram sendo submetidos a diversos estudos para comprovar que são homo-
gêneos e estáveis. Além disso, seus valores de pureza foram sendo caracterizados por aborda-
gens independentes como RMNq, balanço de massas (método baseado na quantificação de 
todas as impurezas presentes no material), depressão do ponto de fusão (determinada por calo-
rimetria exploratória diferencial – DSC) e titulação coulométrica, dependendo do caso. Todos 
esses estudos são necessários para garantir o rigor dos valores certificados, já que esses mate-
riais estão no topo da hierarquia metrológica e serão utilizados para dar rastreabilidade a resul-
tados de ensaios subsequentes. 

Os estudos da certificação dos 4 primeiros MRCs desse tipo produzidos pelo Inmetro estão em 
fase de conclusão e esses materiais serão disponibilizados até o final de 2019. Na tabela 2, 
informações sobre esses MRCs. Os valores de solubilidade apresentados foram testados no 
laboratório. É possível que o limite da solubilidade seja maior. 

Experimentos bidimensionais como HSQC podem ajudar a verificar se os sinais escolhidos para quantificação são 
unicamente da amostra ou do PI, sem contribuição de impurezas. Entretanto, a sensibilidade desses experimentos 
é baixa e a ausência de interferências detectáveis não garante que o sinal está totalmente livre de sobreposição 
com outros picos.

6.7. Processamento dos espectros
O processamento dos espectros exerce influência expressiva nos resultados de RMNq. Durante a etapa de treina-
mento de analistas novos, sugere-se comparar seu processamento com o de outros mais experientes e ver se os 
resultados são concordantes. Caso contrário, revisar os procedimentos para identificar a causa da diferença. 

Sinais de átomos de hidrogênio lábeis, intercambiáveis ou sujeitos a troca tautomérica nunca devem ser usados 
para quantificação. Portanto, na grande maioria dos casos, os sinais quantificados serão de átomos de hidrogênio 
ligados a carbono. O acoplamento do 1H ao 13C resulta na formação dos chamados satélites de 13C no espectro de 
1H. Somados, os satélites representam aproximadamente 1,1 % da área total do pico (incluindo os satélites). 
Embora cada posição da molécula tenha um valor específico de abundância de 13C, essa variação representa pouco 
para o resultado de 1H. Ou seja, para fins práticos, pode-se considerar que todos os sinais de 1H ligado a carbono, 
tanto da amostra quanto do PI, apresentam satélites de 13C de intensidade relativa igual. Portanto, para RMNq de 
1H, os satélites de 13C podem ser incluídos ou excluídos da integração, desde que o mesmo procedimento seja 
adotado para amostra e PI. 

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

a) ajustar a fase do espectro – o ajuste manual costuma fornecer resultados quantitativos melhores;

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

c) para melhorar a relação sinal/ruído, pode-se utilizar uma função de multiplicação exponencial aos dados brutos 
(FID); por exemplo, apodização com alargamento de pico de no máximo 0,3 Hz (recomenda-se de 0,05 a 0,10 Hz para 
evitar alargamento excessivo);

d) integrar os sinais da amostra e do PI que serão quantificados. A região 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 área do sinal. No caso de multipletos, deve-se considerar a largura dos picos mais externos. Alternativa-
mente, pode-se integrar a região compreendida em 30 Hz além dos satélites de 13C mais externos. Essa faixa integra-
da normalmente excede o critério baseado na largura à meia altura. A mesma integração pode ser copiada para os 
demais espectros da análise; 

e) corrigir a linha de base. Caso seja usada correção automática, verificar previamente, utilizando amostras de 
pureza conhecida (materiais de referência, por exemplo), se o algoritmo utilizado para correção não está prejudican-
do a exatidão ou a precisão dos resultados. A correção manual costuma gerar resultados melhores quando exatidão 
elevada é importante para o resultado. Nesse caso, pode-se fazer a correção ponto-a-ponto, focando nos picos que 
serão quantificados. Para isso, adicionar pontos de correção próximos da região integrada, mas fora dela, para que 
a alteração da linha de base causada pela adição do ponto não se localize dentro de uma área integrada. 

Um ou mais picos do PI e da amostra podem ser utilizados na quantificação. No caso da amostra, sempre que possí-
vel, deve-se integrar mais de um sinal e calcular o resultado separadamente para cada sinal integrado. A concor-
dância entre os valores obtidos indica, embora não garanta, que os picos integrados estão livres de interferências 
e que o resultado está correto.

6.8. Estimativa da Incerteza de medição
A identificação das fontes de incerteza de medição pode ser feita a partir da verificação das grandezas de entrada 
na equação do mensurando, apresentada anteriormente para o caso de uma medição de pureza. Apresentam-se a 
seguir os principais componentes de incerteza que devem ser avaliados. 

A repetibilidade da área integrada do sinal incorpora contribuições de fatores como excitação, população, eficiên-
cia de detecção e processamento dos dados, que são fontes de incerteza tipo A. Como uma análise costuma ser 
feita com pelo menos duas soluções preparadas independentemente, as diferenças de massa pesada influenciarão 
o resultado absoluto das integrais. Portanto, uma estimativa inicial da incerteza pode ser feita para cada preparo 
e os valores obtidos podem ser combinados posteriormente. Ou então valores de área normalizados para a menor 
massa pesada, por exemplo, podem ser adotados para que os resultados de diferentes preparos de amostra sejam 
avaliados simultaneamente. 

As fontes de incerteza das demais grandezas de entrada da equação são do tipo B. A incerteza das massas molares 
pode ser obtida a partir de dados da IUPAC [19]. O cálculo do peso molecular com a sua respectiva incerteza de 
medição pode ser realizado em ferramenta online da própria IUPAC [20].  A contribuição da pesagem pode ser 
avaliada pela incerteza da calibração das balanças e pela contribuição do empuxo. A incerteza do valor de pureza 
do PI deve ser informada pelo fornecedor do MRC em seu certificado.
 

    USO DE UMA REFERÊNCIA ELETRÔNICA PARA 
    CALIBRAÇÃO

O ganho de precisão em RMNq é bastante considerável quando se compara a padronização interna com a padroniza-
ção externa [21]. No entanto, em muitos casos é difícil encontrar um padrão interno adequado para a realização das 
análises que cumpra todos os requisitos mostrados aqui. Uma alternativa quando não existe padrão interno adequado 
é o uso de padronização por referência eletrônica. 

A padronização eletrônica elimina a necessidade de se pesar um padrão interno juntamente com as amostras. Esta 
prática reduz possíveis erros analíticos e torna o processo mais prático, uma vez que uma mesma referência pode 
ser usada para a quantificação de várias amostras diferentes [22]. O uso de referências eletrônicas fornece resulta-
dos com aproximadamente o mesmo nível de precisão daqueles obtidos com padronização interna [21] e, se a refe-
rência for adequadamente calibrada, com rastreabilidade metrológica [23].
O uso de referências eletrônicas foi introduzido com o método chamado ERETICTM (Electronic Reference to Assess In 
vivo Concentrations) [24], que consiste em criar um pico sintético através da introdução de um pulso de radiofrequ-
ência (RF) durante a detecção. Esse sinal sintético pode ser calibrado e usado para medir as concentrações absolutas 
posteriormente [25]. Uma vez que o ERETICTM requer o uso de equipamento acessório para a geração do pulso de 
RF, outro grupo interessado em referências eletrônicas desenvolveu uma metodologia que não depende de instru-
mento externo, o PULCON (Pulse Length Based Concentration Determination) [26]. O método PULCON (chamado 
comercialmente de ERETIC2) é baseado num princípio da espectroscopia de RMN chamado princípio da reciprocida-
de que, de maneira sucinta, diz que a intensidade de um sinal de RMN é inversamente proporcional à largura do 
pulso de 90 º da amostra. Dessa forma, o método promete uma forma robusta e de fácil utilização para medição de 
concentrações em soluções. Tanto o ERETICTM quanto o PULCON requerem a calibração da referência eletrônica por 
uma referência, que pode então ser utilizada para a quantificação de diversas amostras com a mesma sonda de RMN 
e, para obter medidas com rastreabilidade metrológica, essa calibração da referência deve ser feita seguindo exata-
mente os mesmos passos descritos na seção 6 desse documento, porém usando apenas o material de referência 
certificado que naquele caso seria o PI.

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

 

onde Camostra e Cref são as concentrações molares da amostra e da referência, fT é um fator de correção para o uso de 
diferentes ganhos do receptor nas aquisições da amostra e da referência e para relaxação incompleta, T são as 
temperaturas de aquisição, θ são os comprimentos de pulso e n o número de transientes usados nas aquisições.
 
A partir de um tratamento cuidadoso dos parâmetros de aquisição e do uso de relações básicas da química, essa 
equação pode ser usada para o cálculo direto de frações em massa conforme demonstrado em trabalho do nosso 
grupo [22]:

 

onde westoque é a fração em massa da solução usada para o preparo da referência, mestoque é a massa de solução esto-
que pesada para o preparo da referência, Vref  e Vamostra são os volumes de solvente, mamostra é a massa pesada de 
amostra e RG são os ganhos do receptor usados nas aquisições. É conveniente usar o mesmo ganho para as aquisi-
ções de forma a eliminar esse fator da equação.
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