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RESUMO
Nitroxidos sdo uma classe de substancias com potencial promissor na inddstria cosmética em
virtude de suas acfes antioxidantes que permitem o0 uso no tratamento do envelhecimento
cutaneo a partir da inibicdo da acdo dos radicais livres e, consequentemente, diminui¢do dos
efeitos de envelhecimento da pele. Neste trabalho, trés exemplares dessa classe: TEMPOL,
BZTEMPOL e TSTEMPOL foram caracterizados a partir de diferentes técnicas analiticas, tais
como: espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia
de ressonancia paramagnética (EPR), difracdo de raios-X (DRX), calorimetria exploratoria
diferencial (DSC), termogravimetria (TG), espectrometria de massas (LC-MS) e cromatografia
liquida de ultra eficiéncia (UHPLC), além disso, um método indicativo de estabilidade por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC) foi desenvolvido e utilizado para estudos de
degradacéo forcada dos compostos em questdo. Com os resultados das técnicas de DRX, FTIR,
EPR e LC-MS foi possivel identificar a natureza cristalina dessas moléculas, confirmar a
presenga dos grupos funcionais e a natureza radicalar esperados para estrutura desses
compostos, além garantir a identidade molecular e pureza das amostras estudadas. Ja as técnicas
termoanaliticas possibilitam conhecer o comportamento térmico desses trés nitroxidos e para
isso foram utilizadas quatro razdes de aquecimento (5, 10, 15 e 20 °C.min™%), sob atmosfera de
nitrogénio. O TEMPOL, BZTEMPOL e TSTEMPOL apresentaram ponto de fusdo em 72,2,
121 e 108,4 °C, respectivamente sendo o TEMPOL o nitroxido mais estavel termicamente (152
°C). Com as curvas termogravimétricas também foi possivel realizar o estudo cinético do tipo
dindmico através do método de Ozawa e como resultado o BZTEMPOL apresentou de maior
energia de ativacdo. Quanto ao método analitico, foi desenvolvido adequadamente com base
em um planejamento fatorial do tipo Box-Behnken para quantificagdo de forma individualizada
dessas moléculas e posteriormente foi aplicado no estudo de degradacéo forcada, evidenciando
sua eficiéncia. Dessa forma, esse estudo fornece subsidios Uteis para o desenvolvimento de
possiveis formulacdes cosméticas com essas substancias de maneira segura, eficaz e com

qualidade.

Palavras-chave: nitroxidos; matéria-prima; controle de qualidade; planejamento fatorial;

degradacéo forcada.



ABSTRACT
Nitroxides are a class of substances with promising potential in the cosmetic industry due to
their antioxidant actions that allow their use in the treatment of skin aging by inhibiting the
action of free radicals and, consequently, reducing the effects of aging on the skin. In this work,
three examples of this class: TEMPOL, BZTEMPOL, and TSTEMPOL were characterized
using different analytical techniques, such as Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR),
paramagnetic resonance spectroscopy (EPR), X-ray diffraction ( XRD), Differential Scanning
Calorimetry (DSC), Thermogravimetry (TG), Mass Spectrometry (LC-MS) and Ultra
Performance Liquid Chromatography (UHPLC), in addition to an indicative method of stability
by ultra-performance liquid chromatography (UHPLC) was developed and used for forced
degradation studies of the compounds in question. With the results of the DRX, FTIR, EPR,
and LC-MS techniques, it was possible to identify the crystalline nature of these molecules,
confirm the presence of functional groups and the radical nature expected for the structure of
these compounds, in addition to guaranteeing the molecular identity and purity of the samples
studied. The thermoanalytical techniques, on the other hand, make it possible to know the
thermal behavior of these three nitroxides and for this four heating ratios (5, 10, 15, and 20
°C.min-1) were used, under nitrogen atmosphere. TEMPOL, BZTEMPOL, and TSTEMPOL
had a melting point of 72.2, 121, and 108.4 °C, respectively, with TEMPOL being the most
thermally stable nitroxide (152 °C). With the thermogravimetric curves, it was also possible to
carry out the Kinetic study of the dynamic type through the Ozawa method and as a result,
BZTEMPOL presented higher activation energy. As for the analytical method, it was properly
developed based on a Box-Behnken factorial design for individual quantification of these
molecules and was later applied in the study of forced degradation, showing its efficiency. Thus,
this study provides useful support for the development of possible cosmetic formulations with

these substances in a safe, effective, and quality manner.

Keywords: nitroxide; feedstock; quality control; factorial planning; forced degradation.
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1. INTRODUCAO

O aumento da expectativa de vida tem sido acompanhado de intenso estudo acerca dos
processos de envelhecimento cutaneo, em parte importante, com o objetivo de desenvolver
novas tecnologias capazes de desacelerd-lo (MACHADO; SIGALES; SOLOVY, 2018). Os
mecanismos de causa e aceleracdo do envelhecimento cutaneo sdo diversos, mas dentre eles
deve-se destaque ao processo de estresse oxidativo, definido por Sies, Berndt e Jones (2017)
como um desequilibrio entre o desafio oxidativo (acdo dos radicais livres) e a capacidade de
defesa antioxidante do organismo.

Antioxidantes sdo substancias capazes de inibir ou atrasar a oxidagdo de outras
moléculas e, portanto, amplamente utilizadas com o intuito de inibir a a¢do dos radicais livres,
retardando os efeitos do envelhecimento da pele (AMORES; BENAVIDES, 2018). Neste
sentido, o desenvolvimento de formulagdes cosméticas antioxidantes de uso tdpico € de grande
interesse, visto sua capacidade de auxiliar, de maneira direcionada, o processo de correcéo,
protecdo e renovacdo cutdnea, diminuindo os danos causados pelo estresse oxidativo
(SANDOVAL; CAIXETA; RIBEIRO, 2015).

Na busca de alternativas para os antioxidantes ja existentes, surgem os nitréxidos que
compdem um grupo diverso de espéecies radicalares sequestradoras de radicais livres. Esses tém
recebido devida atencdo em funcdo de seu potencial terapéutico como agente inibidor do
processo de estresse oxidativo (SHINTO et al., 2018).

Isso posto, é de grande relevancia a realizacdo de pesquisas acerca dos nitroxidos a fim
de caracteriza-los e avaliar seu potencial como possiveis ativos em formulacdes estaveis e
inovadoras para minimizar os efeitos do envelhecimento cutaneo: um interesse da sociedade e

da industria cosmética.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 ENVELHECIMENTO CUTANEO

Segundo a Organizacdo Pan-Americana da Saude, a populacdo das Américas ganhou
uma média de 16 anos na expectativa de vida nos Gltimos 45, um aumento de quase 2 anos a
cada 5 anos (OPAS, 2017). A consequéncia direta deste crescimento é o aumento da proporgao
de pessoas em idades avangadas, acompanhado de também crescente estimulo a realizacdo de
estudos sobre o processo de envelhecimento cutaneo, visto que o estado da pele influencia
diretamente no bem-estar emocional, na autoestima, nas relacdes interpessoais e,
consequentemente, na qualidade de vida dessas pessoas (ALVES, R; CASTRO ESTEVES, T,
TRELLES, M.A, 2013; MACHADO; SIGALES, SOLOVY, 2018).

O conhecimento sobre os mecanismos de envelhecimento da pele é de fundamental
importancia para o desenvolvimento de produtos eficientes ao cuidado da pele e que consigam
retardar o processo de envelhecimento cutaneo, ja que muitos estudos tém sugerido que a pele
envelhecida ndo consegue exercer com eficiéncia seu papel como barreira protetora, resultando
em uma pele seca e com maiores riscos para doencas de pele e malignidades (KAMMEYER,;
LUITEN, 2015).

O envelhecimento cutdneo pode ser classificado em: intrinseco (cronoldgico) e
extrinseco (fotoenvelhecimento). O envelhecimento intrinseco é aquele natural que ocorre
progressivamente ao longo de nossas vidas. E quase imperceptivel e mostra uma variagio
significativa entre populacdes, individuos da mesma etnia e até mesmo em diferentes regifes
do corpo na mesma pessoa. Muitas teorias tentaram explicar os diferentes aspectos
fisiopatologicos do envelhecimento intrinseco. Entre eles estdo as teorias da senescéncia
celular, encurtamento dos telémeros e diminuicdo da capacidade proliferativa, inflamacao
crbnica, mutacbes simples do DNA mitocondrial e radicais livres (ZOUBOULIS;
MAKRANTONAKI; NIKOLAKIS, 2019).

Ja o envelhecimento extrinseco esta relacionado diretamente a exposi¢édo solar cronica
na forma de radiacdo ultravioleta (MESA-ARANGO; FLOREZ-MUNOZ; SANCLEMENTE,
2016). Os sinais mais significativos do envelhecimento cutaneo sdo causados por esta radiacao,
que induz uma série de mudancgas moleculares e celulares, desencadeando uma desordem na
pele que inclui: rugas, aspereza, aparéncia de linhas finas, falta de elasticidade e marcas de
hiperpigmentacdo (KAMMEYER; LUITEN, 2015; RAMOS-E-SILVA et al., 2013).

Isso acontece porque a radiacdo UV aumenta os niveis celulares de espécies reativas do

oxigénio (ERO’s) em detrimento dos antioxidantes endogenos, dando inicio ao processo de
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estresse oxidativo na pele, que causa danos irreversiveis as estruturas celulares e contribui para
as reagOes de queimadura solar, fotocarcinogénese, bem como o proprio envelhecimento. Em
alternativa, a prevencao destes efeitos nocivos o uso de antioxidantes topicos é sugerido como
uma abordagem auspiciosa e tem gerado enormes esforgos de investigacdo nos ultimos tempos
(AMORES; BENAVIDES, 2018; CEFALI et al., 2015; JARAMILLO-COLORADO;
MARTINEZ-CACERES e DUARTE-RESTREPO, 2016; BURKE, 2018).

2.2 ANTIOXIDANTES

Antioxidantes sdo substancias capazes de inibir ou atrasar a oxidacdo de outras
moléculas e, portanto, amplamente utilizadas com o intuito de inibir a a¢do dos radicais livres,
retardando os efeitos do envelhecimento da pele (AMORES; BENAVIDES, 2018).

Naturalmente, a pele possui seus préprios sistemas antioxidantes para prevenir o efeito
da radiacdo solar, pois essa defesa € constantemente necessaria pela pele, devido sua extensa
area e sua funcéo protetora do organismo ao meio (BIGHETTI; SAMPAIO; GUSMAO, 2018).
Porém, a acdo dos antioxidantes enddgenos, ainda que aliado ao uso de filtros solares €
insuficiente para impedir os danos oxidativos da pele mediados por UV e neste sentido, o
desenvolvimento de formulagdes antioxidantes de uso tdpico € de grande interesse, visto sua
capacidade de auxiliar, de maneira direcionada, o processo de correcdo, protecdo e renovagao
cuténea, diminuindo os danos causados pelo estresse oxidativo (SANDOVAL,; CAIXETA,
RIBEIRO, 2015).

Existem diversas substancias antioxidantes no mercado de cosméticos, e dentre as mais
utilizadas, estéo: vitamina C, vitamina E, &cido ferdlico, flavonoides, carotenoides, entre outros
(AMORES; BENAVIDES, 2018). Porém, infelizmente, a maioria dos antioxidantes ndo séo
estaveis e apresentam dificuldades para manterem sua atividade dentro de uma formulacéao
cosmética, o que tem levado a constantes pesquisa por novas moléculas mais eficientes,

estaveis, econémicas e de facil obtencéo.
2.3 NITROXIDOS

Desde 1988, os nitroxidos ciclicos consolidaram-se como agentes antioxidantes e tém
despertado grande interesse nos mais diversos ramos da pesquisa cientifica relacionados a
problemas com espécies reativas do oxigénio (SAMUNI et al., 2002). Os radicais nitroxila
ciclicos sdo exemplos de substancias estaveis sequestradoras de radicais livres e possuem uma

estrutura basica bem definida (Figura 1) o que caracteriza a classe.
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Figura 1- Estrutura quimica geral dos nitroxidos.

R
R R
HaC CHs HaC CHa HyC CHs
HaC N Ch HyC N CHs HaC N CH,
0 0 0

Fonte: adaptado de SOULE et al., 2007.

Essa estrutura consiste em um anel heterociclico, que pode conter cinco membros
(pirrolidina e pirrolina) ou seis membros (piperidina). Nesse anel hd um dtomo de nitrogénio,
caracteristico da classe, ligado a um atomo de oxigénio que confere a natureza radicalar da
classe, devido a presenca de um elétron desemparelhado. Também possuem em sua estrutura
um grupamento que se torna fundamental para manutencéo de sua estabilidade, o grupamento
metil, este liga-se na posicdo alfa onde atua prevenindo a dismutacdo dos radicais livres e
limitam sua reatividade (SOULE et al.,, 2007). Os demais elementos da molécula, séo
responsaveis por conferir particularidades nas propriedades fisico-quimicas de cada nitroxido e
por isso devem ser levados em consideragdo nos estudos propostos.

Diversos mecanismos sdo apontados para explicar a acdo antioxidante desses compostos
e esses estdo associados a regulacdo do estado redox das células. Em meios bioldgicos,
mimetizam a acao da superoxido dismutase (SOD), modulam a atividade da catalase e de outras
heme-proteinas, eliminam radicais livres reativos, suprimem a oxidacao de materiais biol6gicos
e inibem as reacOes de Fenton e Haber-Weiss a qual produz radicais hidroxila a partir do
peréxido de hidrogénio e ion superdxido catalisados por ions de ferro (LEWANDOWSKI,
GWOZDZINSKI, 2017).

Por desempenharem funcdo antioxidante de maneira multifuncional, essas moléculas
tornam-se promissores em relacdo aos antioxidantes que atuam em apenas uma Unica via de
reducdo de elétrons, visto que além de impedirem o inicio da cadeia oxidativa (SOD), evitam
também sua propagacao (demais rea¢des), aumentando assim as chances de inibir o processo
oxidativo e consequentemente os danos gerados (PRESCOTT; BOTTLE, 2016).

Estudos mostram que essa capacidade redox dos radicais nitroxila de modificar o
estresse oxidativo permite que estes compostos possam ser explorados para uso terapéutico,

como por exemplo, prevencdo e tratamento do cancer, protecdo contra radia¢do ionizante e no
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controle da hipertensédo (HU et al., 2017; Ll et al., 2017; NUNES et al., 2018; WC et al., 2015).

Um dos radicais nitroxila mais estudados em funcdo da sua capacidade redox é o 4-
hidroxi-2,2,6,6-tetrametilpiperidinil-1-oxi ou TEMPOL (BEIGREZAEI; NASRI, 2017).
Estudos mostram que esta substancia é permeavel a membrana plasmatica e tem capacidade de
proteger os animais de laboratério do estresse oxidativo (MITRA et al., 2014; PATKI et al.,
2015; ALZOUBI; RABABAH; YACOUB, 2017). Com isso, muitos derivados tém sido
planejados e sintetizados baseados no TEMPOL, por exemplo, Queiroz e colaboradores (2012)
sintetizaram 0 TEMPOL e mais trés derivados com objetivo de avaliar sua capacidade de inibir
a atividade de clorag&o in vitro de mieloperoxidases e inflamag&o induzida por carragenina em
patas de ratos. JA Thaler et al. (2011), sintetizaram quatro derivados do TEMPOL com
diferentes comprimentos de cadeia lateral para avaliar se a modificacdo melhoraria o
desempenho em sua eficacia neuroprotetora.

Em outro estudo, duas séries de novos derivados de TEMPOL foram projetados e
sintetizados, e sua atividade bioldgica antitumoral foi avaliada. Com os resultados, os autores
evidenciaram a manutencao da atividade bioldgica e desempenho de func6es distintas entre os
derivados, porém, sua capacidade antioxidante tem sido atribuida a incorporacdo do anel
2,2,6,6-tetrametil-piperidinil-1-oxi (SUN et al., 2016).

Sendo assim, nesse trabalho, 0 TEMPOL e dois de seus derivados foram caracterizados
pelas mais diversas técnicas analiticas, visando seu uso posterior em produtos cosméticos. A
Figura 2 ilustra a rota sintética para obtencdo dos dois derivados, BZTEMPOL (em verde) e
TSTEMPOL (em azul).
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Figura 2- Representacdo da rota sintética para obtencdo do TEMPOL (vermelho) e seus derivados BZTEMPOL

(verde) e TSTEMPOL (azul)
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Fonte: autor, 2021

O interesse para uso dos nitréxidos como antioxidantes em produtos cosméticos
antienvelhecimento vem sendo amplamente discutido na literatura. Venditti et al. (2008)
evidenciaram que os nitroxidos sdo inibidores mais eficientes a danos ao colageno da pele do
gue as vitaminas antioxidantes C e E e que poderiam ser uma alternativa, por via topica, para
reduzir lesdes oxidativas a pele provocada fatores exdgenos ou enddgenos. Foi demonstrado,
em outro estudo do mesmo grupo o potencial dos compostos como uma estratégia para melhoria
da eficacia de formulagbes topicas contra o fotoenvelhecimento e possivelmente a foto-
carcinogénese (VENDITTI et al., 2011). Além disso, essas substancias também exibiram
capacidade de proteger de maneira notéria danos lipidicos intensificados por exposicdo a
radiacdo UVA e séo classificadas como ndo irritante a pele humana, possuindo baixo potencial
de causar toxicidade cutdnea aguda ou subaguda. (FUCHS; GROTH; HERRLING, 1998;
DAMIANI; CASTAGNA; GRECI, 2002).

Por essas caracteristicas favoraveis, os nitroxidos vém ganhando interesse para uso em
aplicacdes topicas e pesquisas para compreensdo de novos mecanismos de protecdo da pele
vém sendo realizados (GREENWALD et al., 2014). Neste sentido, estudos de caracterizagdo
fisico-quimica para esses compostos visando o desenvolvimento de protocolos para controle de

qualidade em novos produtos sdo urgentes. Pensando nisso, neste trabalho, o TEMPOL e os
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derivados: BZTEMPOL e TSTEMPOL foram caracterizados a partir de diversas técnicas
analiticas, visando o levantamento de informacdes que propiciem a elucidagdo do modo mais

seguro e apropriado para utiliza-los em possiveis novas formulac6es antienvelhecimento.
2.4 CARACTERIZACAO DE NOVAS MOLECULAS

Para desenvolver um produto cosmético, ndo basta apenas ter conhecimento sobre a pele
e mecanismos antioxidantes. Faz-se necessario também, assegurar aos consumidores a
qualidade e estabilidade do produto tanto na prateleira quanto ao longo de seu tempo de
consumo, tendo em vista que os produtos serdo utilizados em uma area bastante sensivel do
corpo humano (LORES et al., 2016).

Devido & caréncia de dados acerca dos nitroxidos em cosméticos faz-se necesséria a
realizacéo de estudos de caracterizacdo fisico-quimica e estudos de estabilidade intrinseca para
as moléculas ativas, bem como formulacdo visando garantir um produto acabado, seguro, eficaz
e de qualidade. Na caracterizacdo de novas moléculas emprega-se as técnicas espectroscopicas
(FTIR, EPR, RMN), cristalogréficas (DRX), termoanaliticas (DSC, TG e DTA) e
cromatograficas (ANACLETO et al., 2018; BEZERRA et al, 2016; LIMA et al., 2014; SILVA
etal., 2015; SILVA et al., 2017; WU et al., 2018).

Uma técnica versatil que vem sendo bastante utilizada na industria farmacéutica, em
laboratérios de manufatura e no controle de qualidade é a espectrometria na regido do
infravermelho, pois fornece informacdes fundamentais da estrutura molecular de compostos
organicos e inorganicos, caracterizando-os ja que permite identificacdo das substancias tanto
guantitativamente como qualitativamente (MIGNOLET et al., 2015; HASSIB et al., 2017).

A espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) foi
desenvolvida a fim de superar as limitagfes encontradas com instrumentos dispersivos, como
por exemplo, longo tempo de analise. Com isso, passou-se a utilizar interferémetros o qual
produz um tipo Unico de sinal que possui todas as frequéncias infravermelhas "codificadas”.
Apesar de resultar em medicGes extremamente rapidas e aumentar a razao sinal-ruido, o sinal
resultante denominado interferograma nédo pode ser interpretado diretamente, pois o gréafico
gerado é de intensidade em funcdo do tempo. Portando, uma técnica matematica conhecida
como transformada de Fourier é necesséria para que o gréafico seja representado em funcdo da
frequéncia e assim possa ser interpretado como espectro de infravermelho (DUTTA, 2017).

A andlise baseia-se na capacidade das moléculas sofrerem deformacdes rotacionais e
vibracionais em suas ligacbes ao absorverem energia eletromagnética em determinada

frequéncia de ressonancia na regido do infravermelho. A regido espectral do infravermelho é
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dividida em proximo (NIR) (comprimento de ondas 0,8 e 2,5 um, respectivamente e nimeros
de onda entre 12.500 e 4000 cm?), infravermelho médio (MIR) (comprimento de ondas entre
2,5 e 25 pum, respectivamente e nimeros de onda entre 4000 e 400 cm?), a mais utilizada nos
estudos devido sua alta capacidade de identificacdo espectral e infravermelho distante (FIR)
(comprimento de ondas entre 25 e 1000 pum, respectivamente e nimeros de onda entre 400 e 10
cm?). Sendo assim, durante analise a amostra sera exposta a diferentes comprimentos de onda
da regido do infravermelho e o equipamento sera responsavel por avaliar em quais
comprimentos de onda serdo absorvidos, sendo estes, determinados pelas propriedades
intrinsecas de cada molécula correspondente, servindo, portanto, como uma impressao digital
(CHEN et al., 2015).

A aplicacdo dessa técnica tem se demonstrado eficiente e conveniente ja que nao requer
nenhuma (ou quase nenhuma) preparacdo de amostra, ndo € destrutiva e ndo necessita de
nenhum (ou apenas uma pequena quantidade) solventes. Todos esses aspectos resultam em uma
técnica ecologicamente correta, que economiza tempo de andlise e que ajuda a reunir
informacdes essenciais sobre as amostras examinadas (DEIDDA et al., 2019).

Como outra técnica espectroscopica, temos a espectroscopia de ressonancia
paramagnética eletronica (EPR) que é uma técnica que identifica espécies paramagnéticas, ou
seja, espécies que contém elétrons desemparelhados e por isso consegue identificar quando a
substancia estudada apresenta natureza radicalar, como no caso dos nitroxidos (CAMMACK,
2013). Dessa forma, essa técnica € amplamente utilizada para caracterizacdo desse tipo de
material e ndo a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) que avalia, comumente, espécies
diamagnéticas.

Ambas metodologias sdo espectroscopicas e partem do mesmo principio tedrico:
medem a absorcao da radiacdo eletromagnética e sdo referidos conjuntamente como fenémenos
de ressonancia magnética do spin. Porém, o RMN ¢é observado na regido de radiofrequéncia e
por isso avalia a excitacdo do spin do nucleo atbmico, e como consequéncia, muitas vezes as
informagdes acerca dos elétrons séo limitadas ou até mesmo invisiveis nos espectros obtidos.
Ja o EPR é analisado na regido de micro-ondas do espectro eletromagnético e fornece uma visdo
adicional acerca das moléculas que possuem configuracdo eletrénica de valéncia incompleta
(KARUNAKARAN; BALAMURUGAN, 2018).

O EPR merece destaque por ser uma técnica analitica que requer pouca quantidade de
amostra, € nao destrutiva, versatil — analisa amostras tanto no estado sélido quanto liquido- e
apresenta resultados de alta sensibilidade. Além disso, pode ser usada para uma variedade de

aplicacdes, como por exemplo: estudo de processos de oxidacgéo e reducdo nos mais diferentes
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meios, seja biologicos ou em alimentos, para a identificacdo e estudos de reatividade de
intermediérios ativos de catalisadores industrialmente atraentes, além das aplicacbes nos
campos da fisica (ALEKSIEVA; DIMOV; YORDANOV, 2014; LOBYSHEVA et al., 2017;
TALSI, 2017; HUSEYNOV et al., 2021).

J& as técnicas de caracterizagdo microestruturais, como a Difracdo de Raio-X, podem
avaliar a compatibilidade, a capacidade de formar estruturas cristalinas diferentes e auxiliar a
caracterizacdo das moléculas (DANKAR et al., 2018; LIMA et al., 2014). Dessa forma, os
dados obtidos por essa técnica servem como complemento aos obtidos por DSC na avaliacao
da existéncia ou ndo de diferentes formas cristalinas, evidenciando se h4 ou ndo formas
polimorficas.

Esse método consiste em incidir feixes monocromatico de raios-X, espalhados em
angulos especificos, no conjunto de planos de rede em uma amostra. Entdo, quando o
comprimento de onda ocorrer na ordem de separacdo dos atomos, picos de difragcdo de raios-X
sdo produzidos por interferéncia construtiva. As intensidades desses picos sdo determinadas
pela distribui¢do de atomos dentro da rede e como consequéncia, o padréo de difracéo de raios-
X é a impressdo digital de arranjos atbmicos periodicos em um determinado material
(BUNACIU; UDRISTIOIU; ABOUL-ENEIN, 2015).

Uma expressdo muito importante para o estudo cristalografico é a Lei de Bragg ja que
o feixe difratado é produzido por tal dispersdo somente quando certas condi¢cdes geométricas a

satisfaz. A equacdo de Bragg encontra-se abaixo:
nA = 2dsen6 (@)

Onde d se relaciona com a distancia entre os planos do cristal, 8 o angulo de difragdo
dos feixes de raios-x e A com o comprimento de onda da radiagdo monocromatica utilizada.
Esta lei relaciona o comprimento de onda da radiacao eletromagnética com o angulo de difracédo
e o espacamento da rede em uma amostra cristalina (BUNACIU; UDRISTIOIU; ABOUL-
ENEIN, 2015).

A técnica apresenta uma série de vantagens e dentre elas destacam-se a simplicidade e
rapidez para preparo e analise de uma amostra. Além disso, € um método ndo destrutivo que
permite a identificacdo de amostras cristalinas com total garantia sobre sua identidade, podendo
ser utilizado para elucidar estruturas de compostos inorganicos e organicos simples, bem como
sistemas mais complexos, carecendo pequenas quantidades de amostra para realizacdo dos

ensaios. E por fim, pode-se criar bancos de dados para identificagdo de amostras, néo sendo
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necessario padrio interno para analises qualitativas (TRZYBINSKI et al., 2013; JURASEK et
al., 2019).

As Andlises Térmicas abrangem um grupo de técnicas, através das quais uma
propriedade fisica de uma substancia e ou de seus produtos de reacdo é medida em funcao da
temperatura, enquanto a substancia é submetida a uma programacéo controlada de temperatura
(ICTAC, 2014). Segundo Tamilmani e Pandey (2015) as técnicas térmicas mais comumente
utilizadas séo: calorimetria exploratoria diferencial (DSC), anélise térmica diferencial (DTA) e
analise termogravimétrica (TG).

Para uma completa caracterizacdo, € importante que o material seja analisado por mais
de um método analitico e os resultados obtidos sejam interpretados em conjunto objetivando
uma melhor descricdo dos eventos associados a amostra. Cada técnica fornece dados que se
complementam e quando nas mesmas condicGes de analise evitam possiveis equivocos durante
a avaliacdo dos dados. Como a TG fornece resultados referentes a variacdo de massa (perda ou
ganho) e a DSC analisa propriedades termodindmicas, como eventos exotérmicos e
endotérmicos, pode-se confirmar a interpretacdo de dado evento observando a coeréncia de
ambas as curvas. Por exemplo, quando na curva DSC ocorre um processo endotérmico e ha
suspeita de fusdo, na mesma regido na curva TG néo deve ocorrer variagdo de massa para que
ocorra essa confirmacdo (SILVA; PAOLA e MATOS, 2007; PENALVER, 2020).

Simplicidade, facilidade, reprodutibilidade e rapidez sdo caracteristicas vantajosas das
termoanalises que justificam sua ampla aplicabilidade na area farmacéutica, como por exemplo:
caracterizacdo dos eventos térmicos dos farmacos, estudo da compatibilidade de formulacGes
farmacéuticas (farmaco-farmaco e farmaco-excipiente), identificacdo de polimorfismo, cinética
de degradacdo térmica, determinacdo da estabilidade, etc (BEZERRA et al., 2016; CAMPOS
etal., 2017; LEITE et al., 2017; RIOS et al., 2016; SILVA, 2017).

2.5 ESTUDO CINETICO DINAMICO

Como dito no topico anterior, o estudo cinético pode ser realizado a partir das analises
térmicas e tem como objetivo prever a estabilidade de farmacos e formulacdes farmacéuticas,
fornecendo assim, informacdes valiosas sobre o tempo e as condi¢des de armazenamento, além
de elucidar a compatibilidade farmaco-farmaco e farmaco-excipiente (MOHAMED; ATTIA,
2016).

Para isso, a partir dos dados termoanaliticos, sdo obtidos parametros cineticos, tais
como: energia de ativagdo (E) descrita como a barreira energética requerida para converter

reagentes em produtos, ou seja, iniciar uma reacdo. Fator frequéncia (A) que fornece uma
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medida da frequéncia de ocorréncia de uma situacao da reacdo. E por fim, ordem de reagéo (n)
que esta relacionada com a variagdo da velocidade da reacdo com a concentracdo dos reagentes
(CUINICA; MACEDO, 2018).

A ordem de reacdo para decomposicdo de farmacos é normalmente classificada como
uma entre as: ordem zero, primeira ou segunda ordem. A reacdo de ordem zero ocorre quando
a perda ou decomposicao do farmaco independe da concentracdo de reagente e é constante com
relacdo ao tempo. Ja a cinética de primeira ordem pode ser observada quando a degradacao do
farmaco for diretamente proporcional a concentracdo remanescente com relacao ao tempo. Por
fim, a cinética de segunda ordem ocorre quando a velocidade de reacdo for proporcional ao
quadrado da concentracdo do regente (OLIVEIRA; YOSHIDA; GOMES, 2011).

A decomposicdo térmica de farmacos € um processo bastante complexo e como
consequéncia tém-se duas linhas de tratamentos tedricos para a cinética de decomposicao, que
sdo 0s métodos isotérmico e ndo-isotérmico. No primeiro caso, utiliza-se os dados de curvas
com razdo de aquecimento constante e proxima da temperatura de decomposicao da amostra, e
o calculo da energia de ativacdo toma como base a equagdo de Arrhenius. J& 0 método néo-
isotérmico utiliza dados térmicos com aumento linear da temperatura, e permite o calculo dos
pardmetros cinéticos através de tratamentos matematicos dos dados experimentais, como 0s
propostos por Ozawa. (OZAWA, 1965; MOHAMED; ATTY; BANKS, 2017).

2.6 ESTUDOS DE DEGRADACAO FORCADA

Os testes de estabilidade sdo essenciais no processo de desenvolvimento de novos
produtos, pois os testes fornecem indicacBes sobre o comportamento do produto, em
determinado intervalo de tempo, frente a condi¢fes ambientais a que possa ser submetido, desde
a fabricacdo até o término da validade. Ao longo de sua vida Util, as caracteristicas do produto
podem ser afetadas por diversos fatores, sejam eles extrinsecos e/ou intrinsecos (ANVISA,
2004).

A avaliacdo da degradacdo de farmacos e medicamentos geralmente se inicia por um
estudo de degradacdo forcada. Esse processo envolve a degradacdo de farmacos e
medicamentos em condi¢Ges mais severas que aquelas de um estudo acelerado e, por isso,
resulta em produtos de degradagéo que podem ser estudados para determinar a estabilidade da
molécula inicial. Os estudos de degradacdo forcada tém os seguintes objetivos: estabelecer as
rotas de degradacdo de farmacos e medicamentos; diferenciar os produtos de degradacéo
relacionados ao farmaco somente daqueles gerados por excipientes em uma formulag&o;

elucidar a estrutura dos produtos de degradacdo; determinar a estabilidade intrinseca de um
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farmaco em uma formulacdo; revelar os mecanismos de degradacdo (como a hidrdlise,
oxidagdo, termolise, fotolise) do farmaco e da formulacéo; estabelecer métodos indicadores de
estabilidade; entender as propriedades quimicas dos farmacos; gerar formulagdes mais estaveis;
produzir um perfil de degradacdo mais proximo daquele que ocorre naturalmente e, finalmente,
resolver problemas relacionados a estabilidade (BLESSY et al., 2014).

Para obter resultados consistentes, € necessario que os testes promovam degradacfes
superiores a 10% e inferiores aquelas que levariam a degradacdo completa das amostras, ja que
0 objetivo ndo é degradar totalmente o composto, mas sim promover uma degradacao de
pequena extensdo. Além disso, uma lista minima de fatores de estresse € sugerida para realizar
os estudos de degradacao forcada, e s@o eles: hidrdlise acida (HCI), hidrdlise basica (NaOH),
degradacdo térmica, fotdlise e oxidacdo (H202) (BRASIL, 2015). Essas condicOes estéo
descritas na tabela 1.

Tabela 1- CondicGes para teste de estresse determinadas no guia da Anvisa para obtencdo do perfil de

degradacéo, e identificagéo e qualificagdo de produtos de degradacdo em medicamentos (guia N° 04/2015).

Teste de estresse Condicéo recomendada

Solucao acida Utilizar solucdo tampédo em pH abaixo de
7,0 ou um acido mineral, como &cido
cloridrico (HCI)
Solucédo Basica Utilizar solucéo tampédo em pH acima de 7,0
ou um hidroxido de metal alcalino, como
hidroxido de sodio (NaOH)
Solucdo oxidativa Utilizar perdxido de hidrogénio (H202) ou
outro agente oxidante
Fotolitica Variar a quantidade de lux hora e/ou watt
hora por metro.
Térmica Realizar o aguecimento da amostra
I6nica Utilizar ions de metal de transicao,

geralmente solucdes de Ferro 111 ou cobre I1.

Fonte: BRASIL, 2015

N&o existe uma metodologia padronizada com as condicOes de estresse para realizar a
degradacdo forcada, porém algumas orientacbes podem ser encontradas na literatura. Por

exemplo, por ser mais pratico, alguns autores iniciam 0s ensaios com condi¢des extremas e
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tempos mais curtos, j& outros iniciam a degradagdo considerando que a substancia avaliada é
instavel e aplicam condi¢Ges mais amenas, e dependendo do comportamento, aumentam ou
reduzem o estresse para obter a degradacéo suficiente (BLESSY et al., 2014).

A realizacdo desse teste auxilia no desenvolvimento de um método indicativo de
estabilidade que seja capaz de identificar e quantificar, no decorrer do tempo, o ingrediente
farmacéutico ativo, produtos de degradacdo e impurezas, sem interferéncia. Além disso, 0
estudo de degradacdo demonstra a especificidade e seletividade do método desenvolvido ja que
sdo capazes de identificar mudancas na concentracdo dos IFAs (BRASIL, 2017).

O teste de estresse é realizado para demonstrar a especificidade do método desenvolvido
para medir as mudancas na concentracdo da substancia medicamentosa quando ha pouca
informacdo disponivel sobre o produto de degradacéo potencial. O desenvolvimento de um
método de indicacdo de estabilidade adequado fornece uma base para os estudos de pre-
formulacédo, estudos de estabilidade e o desenvolvimento de requisitos de armazenamento
adequados. De acordo com o guia para obtencdo do perfil de degradacéo, e identificagéo e
qualificacdo de produtos de degradacdo em medicamentos (guia N° 04/2015) da ANVISA
(BRASIL, 2015), a técnica recomendada para separacdo e quantificacdo de impurezas é a
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplado a um detector de arranjo de diodos.

Apos o desenvolvimento do método indicativo de estabilidade, para garantir que 0s
resultados obtidos sdo adequados, consistentes e confidveis para 0 que se espera, deve ser
realizada a validacdo analitica de acordo com a RDC 166/2017 (BRASIL, 2017).

2.7 DESENVOLVIMENTO DE METODO ANALITICO

Em complemento a caracteriza¢do das novas substancias antioxidantes, é necessario o
desenvolvimento de método analitico para quantificacdo dos insumos farmacéuticos ativos e de
produtos de degradacdo que podem interferir na eficacia e seguranca do produto. Normalmente,
0 método analitico de quantificacdo mais versatil € a cromatografia liquida de alta eficiéncia e,
mais recentemente a cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC) (BERTOLDI, F. et al,
2016; SOLON et al, 2015).

A cromatografia liquida € uma técnica de separacdo baseada na migracéo seletiva de
componentes de uma amostra, entre duas fases. Sendo uma fase movel liquida que flui através
de uma fase estacionaria (YASHIN e YASHIN, 2012). Umas das grandes vantagens de utilizar
uma fase movel liquida ¢ a possibilidade de modificar o sistema (polaridade ou tipo de solvente)
de acordo com as caracteristicas dos analitos que estdo sendo testados durante a corrida
cromatografica (NIKOLIN et al, 2004).
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Dentre os diversos métodos de cromatografia liquida, destaca-se a cromatografia liquida
de ultra eficiéncia. Esse método opera com colunas com tamanho de particula inferior a 2 pm
e também trabalha em pressdes na faixa de 6000-15000 psi, 0 que resulta em uma resolugéo
aumentada e consequentemente aumento da razao sinal/ruido. Além disso, as andlises sao 40
vezes mais rapidas que em métodos convencionais por HPLC (ZHAO et al., 2014).

O desenvolvimento de metodos por UHPLC apresenta diversas aplicacfes na area
farmacéutica, por exemplo: SCHETTINO, L et al. (2021) desenvolveram um método para
determinacdo de canabidiol em produtos cosméticos, objetivando o controle de qualidade de
produtos cosméticos que possuem CBD em sua composi¢do de forma rapida e facil. Ja Gaspar
et al. (2010) avaliaram a influéncia de dois fotoestabilizadores comumentes utilizados em
formulacBes cosméticas. Para isso desenvolveram um método por UHPLC capaz de avaliar a

reducdo da eficécia e seguranca dessas formulacgdes.
2.7.1 Planejamento Fatorial

O desenvolvimento de um novo método analitico € um processo bastante complexo,
demorado e, muitas vezes, oneroso. Entretanto, um planejamento adequado e visando a
otimizacdo das andlises pode incorrer em uma reducéo significativa do niUmero de experimentos
e, consequentemente, do consumo de reagentes e outros inSUMOS necessarios para sua
formulacéo.

Nesse sentido, o planejamento fatorial pode ser utilizado para otimizar as condigdes
cromatograficas, contribuindo para uma separacdo satisfatoria e obtencdo de respostas
desejaveis, ja que é capaz de avaliar a influéncia, bem como a significancia estatistica dos
fatores estudados nos parametros de separacao cromatografica (FERREIRA et al., 2007).

No desenvolvimento de um desenho experimental para cromatografia, o procedimento
univariado tradicional ndo € satisfatorio, pois envolve a mudanca de nivel em apenas um fator
enguanto os outros permanecem inalterados, necessitando assim de mais recursos e tempo para
sua realizacdo (CARABAJAL et al., 2020). Por outro lado, o planejamento fatorial completo
compreende a interacdo de varios fatores ao mesmo tempo. Uma forma de abordar o
desenvolvimento de uma metodologia a partir deste principio é a proposta por Box e Behnken
(que carrega o nome de seus idealizadores: planejamento Box-Behnken), baseada na
combinacédo de analises fatoriais em blocos (CZYRSKI e SZN, 2019).

GOMES et al. (2017) empregou um planejamento Box-Behnken para otimizar um
método de extracdo de compostos fenolicos, pricipalmente flavondides, de espécies de

Passiflora. Em outro estudo, o planejamento de Box-Behnken foi adotado para validacdo da
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robustez de um metodo desenvolvido por HPLC-DAD para analise de rotina de amoxicilina tri-
hidratada a granel e em formulag6es (BEG et al., 2012).

Nesse tipo de planejamento fatorial ocorre a combinacdo de trés fatores que séo
estudados em trés niveis diferentes (-1, 0 e +1) onde o ponto 6timo dos experimentos se
encontra proximo ao ponto médio dos fatores. Esses fatores podem influenciar de forma linear
e/ou quadratica nas respostas escolhidas para analise e 0 nimero de experimentos a ser realizado
baseia-se na a equacdo 2k (k — 1) + nc, onde k € o nimero de fatores e nc € 0 numero de repeticoes
no ponto central que geralmente sdo adicionados para mensurar o erro (BOX e BEHNKEN,
1960; FERREIRA et al., 2007).

2.8 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

A resolucdo 166/2017 estabelece critérios para garantir a adequabilidade do método e
para isso alguns parametros deverao ser avaliados: seletividade, linearidade, exatiddo, precisao,
limite de quantificacdo, limite de deteccdo e robustez (BRASIL, 2017).

A seletividade é um critério que avalia a capacidade do método de identificar com
precisdo o analito de interesse na presenca de interferentes end6genos ou exdgenos que possam
existir na amostra, sendo esse dado de suma importancia visto que o ensaio deve ser capaz de
reconhecer produtos de degradacdo formados (conhecidos ou ndo), impurezas provenientes da
rota de sintese, impureza dos solventes utilizados no preparo e execu¢do do experimento,
excipientes enantibmeros, etc (GOUVEIA et al., 2020). E por essa razdo, para garantir a
fidedignidade dos resultados para métodos cromatograficos, deve ser comprovada a pureza
cromatografica do sinal do analito (BRASIL, 2017).

Jé para obtencdo da linearidade sdo necessarios a elaboracdo de uma curva analitica com
cinco concentrac@es crescentes da solucao padrdo e que 0 método consiga respostas diretamente
proporcionais a concentracdo do analito. Esses resultados sdo avaliados por meio de métodos
estatisticos, onde respostas reprodutiveis apresentam um nivel de significancia de 5%,
coeficiente de correlagdo acima de 0,990 e coeficiente angular significativamente diferente de
zero (BRASIL, 2017).

Exatidao e preciséo sdo dois conceitos amplamente discutidos e por vezes confundidos
durante o estudo de técnicas analiticas. Exatidao pode ser definida como a capacidade de obter
resultados concordantes, ou seja, expressa a proximidade entre um valor tomado como
referéncia e o valor obtido (real). Para obter essa resposta, deve-se verificar no minimo nove
pontos dentro o intervalo linear do método desenvolvido com trés concentracdes: baixa, media

e alta e em triplicata (BRASIL, 2017). Enquanto isso, a precisao avalia a proximidade entre 0s
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resultados alcangados feitos em diversas amostragens e é expressa por meio do desvio padréo
relativo (DPR) que € calculado a partir da seguinte equac&o:

DP
CMD

DPR = ( ) x 100 )

Onde DP é o desvio padrdo e CMD, a concentracdo média determinada.

A precisdo considera trés niveis: repetibilidade (precisdo intra-corrida), precisao
intermediéria (precisdo inter-corrida) ou a reprodutibilidade (precisdo inter-laboratorial),
também com no minimo nove pontos e em triplicada. E é juntamente com os resultados dos
estudos de linearidade que se determina uma faixa de trabalho ja que os resultados do intervalo
avaliado devem ser precisos e exatos para a aplicacdo desejada (BRASIL, 2017).

Outros dois critérios para validar metodologias analiticas sdo o limite de deteccdo que
estima a menor quantidade identificada, mas ndo necessariamente quantificada do analito de
interesse, onde para métodos instrumentais como UHPLC é determinado a partir da relacéo
sinal-ruido que deve ser maior ou igual a 2:1. E o limite de quantificacdo, que indica a menor
quantidade do analito em uma amostra determinada quantitativamente com preciséo e exatiddo
adequada, para sua determinagdo segue 0 mesmo procedimento para o limite de deteccéo,
porém a razdo sinal-ruido deve ser no minimo 10:1 (BRASIL, 2017).

Por fim, temos a robustez que avalia a capacidade do método permanecer inalterado
mesmo com pequenas e intencionais variagcbes nos parametros cromatograficos, como por
exemplo: pH, composi¢do da fase movel, taxa de fluxo e temperatura da coluna (DADHICH,;
GOYA; AGARWAL, 2020). Dessa forma, o resultado desse teste indica a confiabilidade do
método para uso na rotina laboratorial e caso haja alguma susceptibilidade a variaces nas
condicGes analiticas, deve-se descrever como remedia-las.

A validacdo é a ultima das cinco etapas do processo de desenvolvimento de uma nova
metodologia analitica (Figura 3), porém n&o menos importante. E necessario que haja o
entendimento que esse procedimento ndo se limita apenas a cumprir as exigéncias regulatérias
da ANVISA para obtencdo de um parecer e sim assegurar metodologias de qualidade e com
resultados confidveis para a rotina pratica nos laboratdrios, garantindo seguranca tanto para
seus usuarios quanto para seu desenvolvedor (SANAP; ZAREKAR; PAWAR, 2017).



35

Figura 3 — Etapas para o desenvolvimento de um método cromatografico

Comprender as
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propriedades
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Fonte: autor, 2021
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo visa a caracterizacdo de nitroxidos com potencial antioxidante e

desenvolvimento de método indicativo de estabilidade.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a pureza pos sintese
o Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS);
o Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UHPLC-DAD);
o Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)
e Caracterizar as novas moléculas antioxidantes por técnicas ndo térmicas:
o Determinacéo de propriedade fisico-quimicas e caracteristicas moleculares in silico
o Espectrofotometria no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR);
o Difratometria de Raios X (DRX);
o Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética (EPR)
e Caracterizar as novas moléculas antioxidantes por técnicas térmicas:
o Termogravimetria (TG);
o Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC);
e Desenvolver método analitico indicador de estabilidade para as novas moléculas
antioxidantes por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UHPLC/DAD):
o Otimizacéo por Delineamento do Desenho Experimental (32 Box-Behnken);
o Avaliar os efeitos frente os parametros cromatograficos: Tempo de Retencdo, Fator
de retencdo, NUmero de pratos tedricos, Area e Fator de cauda
o Determinar a desejabilidade para a anélise desses compostos por UHPLC-DAD;

e Avaliar o perfil de degradacéo forgada em solucgéo para os nitroxidos
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 AMOSTRAS

As amostras que foram utilizadas neste estudo sdo derivadas de nitroxidos ciclicos e
foram cedidas pelo professor Alessandro Kappel Jorddo da UFRN. A sintese do TEMPOL foi
realizada conforme metodologia descrita por Rauckman, Rosen e Abou-Donia (1975), a partir
de uma reacdo de oxidacdo utilizando o sistema acetonitrila-metanol-per6xido de hidrogénio-
tungstato de sddio objetivando um maior rendimento. J& para obtencdo do BZTEMPOL-
oxidado a partir do TEMPOL- utilizou Piridina e Cloreto de benzenossulfonila a 0 °C. Por fim,
o0 TSTEMPOL foi obtido a partir da oxidagcdo do TEMPOL utilizando a Piridina e o Cloreto de

4-metilbenzilsulfonila como agente oxidante em temperatura ambiente.
4.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS AMOSTRAS
4.2.1 Analise in silico

Nesse estudo, utilizou-se o Software MarvinSketch® para calcular, por meio das
estruturas quimicas das moléculas (TEMPOL, BZTEMPOL E TSTEMPOL), as seguintes
propriedades fisico-quimicas: massa molecular, coeficiente de particdo e distribuicdo das
espécies na faixa do pH. Tais informacg6es serviram de suporte para escolha e selecdo da fase

movel utilizadas nas analises cromatogréaficas.

4.2.2 Espectrofotometria na regido do Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

As amostras foram homogeneizadas em brometo de potéssio, e em seguida, prensadas
para obtencdo de pastilhas para leitura no espectrémetro, onde os espectros foram registrados
em termos de transmitancia em funcéo do numero de onda na regido do infravermelho médio
(400 - 4000 cm™). O equipamento utilizado para as medidas foi o espectrometro da Shimadzu,
modelo FTIR-8400S, série Iraffinity-1, software Irsolution, versdo 1.60, com niumero de
varredura de 32 e resolugdo 4 cm™. Os espectros foram plotados no Origin 8.0.

Essas analises foram realizadas no Laboratorio de Espectroscopia da Central Analitica
no Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Norte.
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4.2.3 Espectroscopia de ressonancia paramagnética eletrénica (EPR)

Os espectros de ressonancia magnética de elétrons (EPR) dos nitroxidos foram obtidos
em temperatura ambiente utilizando um espectrémetro da marca Bruker, modelo EMXmidro.
Para realizar essa andlise, as amostras foram colocadas em tubos de quartzo (3 mm de diametro,
comprimento 150 mm e espessura da parede de cerca 0,1 mm) e os seguintes parametros foram
utilizados no equipamento: poténcia de radiacdo de micro-ondas de 1 mW, amplitude de
modulacdo de 1 Gauss, frequéncia de modulacdo de 100 kHz e tempo de varredura de 60
segundos.

Essas analises foram realizadas no Laboratério de Nanoestruturas Magnéticas e
Semicondutoras do Departamento de Fisica da Universidade Federal do Rio Grande do Norte.

4.2.4 Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS)

Objetivando a confirmagdo da identidade molecular dos nitréxidos estudados, foi
utilizado um sistema de cromatografia liquida Dionex Ultimate 3000, utilizado para separacao
cromatografica, constituido de bomba binaria (Bomba Ultimate 3000), amostrador automatico
(Amostrador automatico Ultimate 3000), forno de coluna (Ultimate 3000 Column
Compartment) e um Detector de Diode Array (Ultimate 3000 Diode Array Detector). As
seguintes condicBes cromatograficas foram adotadas para realizacdo das analises: coluna
cromatografica ShimPack XR-ODS (30 mm de comprimento x 2,0 mm de didmetro interno; e
tamanho de particula de 2,2 pm - Shimadzu); volume de injegao de 1 pL, temperatura de 30 °C,
fluxo de 0,5 mL.min e o comprimento de onda utilizado para deteccéo foi de 240 nm. A fase
movel A era composta por 0,1% de acido formico em agua ultrapura e fase movel B por
acetonitrila. A solucdo dos nitroxidos foi preparada com metanol, obtendo uma concentracéo
final de 100 pug. mL™. O modo de eluicéo utilizado foi tipo gradiente obedecendo as proporgoes

descritas na tabela abaixo:
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Tabela 2- Programacéo corrida gradiente para UHPLC-MS-MS

Tempo (min) Fase movel orgénica (%)
00,01 0
30,00 100
35,00 100
35,01 0
40,00 0

Fonte: autor, 2021

O sistema cromatografico foi acoplado a um espectrometro de massa linear triplo
quadrupolo ion trap (3200 QTRAP® LC-MS / MS, AB Sciex), com Turbo lon SprayTM (AB
Sciex) como fonte de ions, operando no modo positivo. O controle, aquisicdo e processamento
dos dados dos instrumentos foram realizados utilizando os softwares Analyst®1.5 e
Chromeleon® 6.8, por meio da plataforma Dionex Chromatography MS Link. As seguintes
condicdes de deteccdo foram aplicadas: uma fonte Turbo Spray de ionizacdo por eletrospray
(ESI) operando a 600 °C com as configuracdes apropriadas: gas de cortina (nitrogénio) 20 psi,
gés de fonte de ions (GS1) 45 psi, gas de fonte de ions (GS2) 45 psi, 0 gas de colisdo (nitrogénio)
na posicdo média e a voltagem do lonSpray de 4500 V para 0 modo positivo. A aquisicdo de
dados de varredura completa foi realizada, varrendo de 50 a 400 m.zl, em modo de
espectrometria de massa aprimorada / aquisicdo dependente de informacéo / ion de produto
aprimorado (MS IDA EPI).

Essas analises foram realizadas no Nucleo de Processamento Primario e Reuso de Agua
Produzida e Residuos (NUPRRAR) da Universidade Federal do Rio Grande do Norte.

4.2.5 Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UHPLC/DAD)

As analises de todos os compostos foram realizadas a 25 °C em cromatografo liquido de
ultra eficiéncia, modelo Shimadzu Prominence UFLC-XR® (Shimadzu, Japan), equipado com
duas bombas LC 20-ADXR, autoinjetor (SIL-20ACXR), degaseificador (DGU-20A3), forno
de coluna (CTO-20AC) e detector com arranjo de fotodiodos (SPD-M20A). Foi utilizado uma
coluna de fase reversa C18 Shim Pack XR-ODS (30 mm de comprimento x 2,0 mm de diametro
interno; e tamanho de particula de 2,2 um - Shimadzu). A fase movel A foi constituida por agua
e a fase movel B por acetonitrila. A programacao gradiente utilizada e que melhor se adequou

esta descrita na tabela abaixo:
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Tabela 3- Programacéo corrida gradiente para UHPLC-DAD

Tempo (min) Fase movel orgénica (%)
00,01 0
30,00 100
35,00 100
35,01 0
40,00 0

Fonte: autor, 2021

As amostras foram bombeadas a 0,5 mL.min, o volume de injecdo foi de 1 pL e o
comprimento de onda utilizado para a deteccdo foi de 240 nm. A solucdo dos nitroxidos foi
preparada com etanol, obtendo uma concentragéo final de 100 pg.mL™.

Essas analises foram realizadas no Laboratério de Controle de Qualidade de
Medicamentos (LCQMed) do Departamento de Farmécia da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte.

4.2.6 Difratometria de Raios X

Os nitroxidos foram caracterizados por Difratometria de Raios X na faixa angular 26 de
10 a 80°, com velocidade de varredura de 5°.min’t, em modo continuo. As analises foram
realizadas utilizando um difratdmetro Bruker D2Phaser, com radiacdo CuKa (A=1,54 A) com
um filtro de Ni, corrente de 30 mA e voltagem de 30 kV. Os dados foram plotados no software
Origin 8.0 para a confeccdo dos difratogramas.

Essas andlises foram realizadas no Laboratorio de Peneiras Moleculares (LBAPEMOL)

da Universidade Federal do Rio Grande do Norte.

4.2.7 Analise térmica

4.2.7.1 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As amostras foram hermeticamente fechadas em cadinho de aluminio e analisadas em
um calorimetro modelo Q20, fabricado pela TA Instruments®, e utilizando massa de amostra
de 2,0 mg (2 0,1 mg). Todas as medidas foram realizadas sob atmosfera dindmica de nitrogénio
a 50 mL.min%, a razdo de aquecimento de 10 °C.min! de 25 até 400 °C. O detector DSC foi
previamente calibrado usando o metal indio quanto & temperatura (156,6 °C) e entalpia (28,5

J/g). Os parédmetros como temperaturas maximas (Tpico), O inicio da temperatura (Tonset),
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temperatura de e o calor envolvido no evento (AH) para cada amostra foram medidos a partir
das curvas DSC.
Essas andlises foram realizadas no Laboratério Analises Térmicas da Central Analitica

no Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Norte.
4.2.7.2 Termogravimetria (TG)

As curvas TG das amostras foram obtidas em uma Termobalanca SDT Q600, da TA
Instruments ®, usando cadinho de alumina com cerca de 5 mg de amostra, com fluxo de
nitrogénio 50 mL.min, nas razdes de aquecimento de 5, 10, 15 e 20 °C.min! até 900 °C. Antes
das analises foram realizadas: uma curva de limpeza e branco de método utilizando cadinhos
vazios, sendo um para cada razdo de aquecimento descrita anteriormente. As curvas obtidas
para esses brancos foram utilizadas para correcdo de linha base das analises de mesma razao de
aquecimento.

A obtencdo da derivada primeira das curvas termogravimétricas (DTG), bem como a
caracterizacdo das etapas de decomposicao e perda de massa, foi realizada através software
Universal Analysis da TA Instruments®.

Ainda com os resultados das curvas termogravimétricos dindmicas, foi possivel calcular
0s parametros cinéticos: energia de ativacdo (Ea), fator de frequéncia (A) e temperatura de meia
vida, segundo o modelo de OZAWA. Esse tratamento matematico foi feito a partir do software
Specialty Library da TA Instruments®.

Essas anélises foram realizadas no Laboratdrio Analises Térmicas da Central Analitica

no Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Norte.
4.3 DESENVOLVIMENTO DE METODO ANALITICO PARA OS NITROXIDOS
4.3.1 Preparo da solugéo trabalho

Inicialmente pesou-se 1 mg de cada amostra (TSTEMPOL, BZTEMPOL e TEMPOL)
em balanga analitica. Cada nitroxido foi diluido em 10 ml de Etanol PA atingindo uma

concentragéo final de 0,1 mg.mL™.
4.3.2 Preparo da fase movel

A fase mdvel orgéanica constituiu em acetonitrila (grau UHPLC) — fabricante Dinamica

quimica contemporanea Ltda® e fase mével aquosa constituida de &gua ultrapura. Todo o
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contetdo foi filtrado em membrana de nylon com 0,22 um de didmetro de poro e degaseificada

antes de circular no sistema cromatogréfico.
4.3.3 Condicgdes cromatograficas

As andlises foram realizadas em cromatografo liquido de ultra eficiéncia, modelo
Shimadzu Prominence UFLC-XR® (Shimadzu, Japan), equipado com duas bombas LC 20-
ADXR, autoinjetor (SIL-20ACXR), degaseificador (DGU-20A3), forno de coluna (CTO-
20AC) e detector com arranjo de fotodiodos (SPD-M20A). Coluna cromatografica em fase
reversa ShimPack XR-ODS (30 mm de comprimento x 2,0 mm de didmetro interno; e tamanho
de particula de 2,2 um - Shimadzu). Fase movel com acetonitrila seguindo a seguinte

programacéo gradiente:

Tabela 4- Programagéo corrida gradiente para o desenvolvimento do método

Tempo (min) Fase movel orgénica (%)
00,01 0
30,00 100
35,00 100
35,01 0
40,00 0

Fonte: autor, 2021.

O volume de injecdo foi de 2 pL, fluxo de 0,5 mL.min e o comprimento de onda

utilizado para a deteccéo foi de 240 nm.
4.3.4 Desenvolvimento do método cromatografico

Inicialmente foram realizadas corridas no modo gradiente com objetivo de determinar a
concentracdo de solvente organico (%FMB) para elui¢do dos nitroxidos estudados. Esse valor

foi determinado com base nas equac6es abaixo:

Concentracgio final de FMB(%)— Concentracio inicial de FMB(%) %

%FMB = Ty 3)

tempo de gradiente (min)

Ap0s determinar o0 %FMB de eluicdo de cada composto, um planejamento experimental
de trés fatores e trés niveis experimentais tipo Box-Behnken foi empregado para a definicdo

das melhores condic6es analiticas para o desenvolvimento do método cromatografico.
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O delineamento do desenho experimental foi realizado com auxilio do software
Statistica® com 3 variaveis independentes (fatores) em trés niveis: minimo (-1), ponto central
(0) e maximo (+1). Os fatores utilizados nesse estudo foram: temperatura do forno, fluxo de
fase movel e concentracdo de fase movel organica, conforme mostrado nas tabelas abaixo. Os
demais parametros cromatogréficos foram mantidos constantes: volume de injecdo (2,0 uL),
coluna cromatogréfica, comprimento de onda do detector (240 nm) e concentragdo da amostra
(0,1 mg.mL) e as respostas avaliadas foram: tempo de retencio, fator de retencio, nimero de

pratos tedricos, fator de cauda e area.

Tabela 5- Fatores e seus respectivos niveis utilizados no desenho experimental para 0 TEMPOL

Fator -1 0 1
A — Fluxo (mL.min) 0,3 0,5 0,7
B — Acetonitrila (%) 5 10 15
C — Temperatura (°C) 25 30 35

Fonte: autor, 2021

Tabela 6- Fatores e seus respectivos niveis utilizados no desenho experimental para 0 BZTEMPOL

Fator -1 0 1
A —Fluxo (mL.min?) 0,3 0,5 0,7
B — Acetonitrila (%) 30 40 50
C — Temperatura (°C) 25 30 35

Fonte: autor, 2021

Tabela 7- Fatores e seus respectivos niveis utilizados no desenho experimental para o TSTEMPOL

Fator -1 0 1
A —Fluxo (mL.min?) 0,3 0,5 0,7
B — Acetonitrila (%) 35 45 55
C — Temperatura (°C) 25 30 35

Fonte: autor, 2021

Deve-se ressaltar que todos os parametros cromatogréaficos (respostas), tais como: area
do pico cromatografico, fator de retencdo, fator de cauda, nimero de pratos tedricos e tempo de
retencdo foram avaliados. Porém, apenas os fatores estatisticamente significativos, ou seja,
p>0,5, foram escolhidos para construcdo dos modelos e graficos de superficie de resposta e,
posteriormente obtengdo da fungdo de desejabilidade com a condigdo 6tima para os fatores

estudados.
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4.4 ESTUDOS DE DEGRADACAO FORCADA

Para o estudo de degradacdo forcada foram realizados testes sob condic¢des variadas de

estresse, que estdo descritas na tabela abaixo:

Tabela 8- Condicgdes de estresse as quais os Nitroxidos foram expostos durante a analise

Degradacéo Recomendacéao
Solugéo (A) - Hidrolise Acida Utilizar HCI 0,1 M durante 24 horas
Solucdo (B) - Hidrolise Bésica Utilizar NAOH 0,1 M durante 24 horas
Solucdo (C) - Oxidacao Utilizar H202 10% (v/v) durante 24 horas
Temperatura Agua 4 60 (°C)
Fotoestabilidade Cémara de luz

Fonte: autor, 2021

4.4.1 Preparo da solucdo estoque (SES)

Inicialmente pesou-se 2 mg de cada amostra (TEMPOL e BZTEMPOL) em balanca
analitica. Cada contetdo foi diluido em 10 mL de Etanol PA atingindo uma concentrago final
de 0.2 mg.mL™,

4.4.2 Preparacdo das solucBes degradantes

O preparo da solucdo A de &cido cloridrico 0,1 M foi realizada pela dilui¢do de 0,822
mL (822 pL) de HCI concentrado em agua purificada e o volume foi completado a 100 mL. Em
seguida, foi adicionado lentamente sob constante agitacdo em um béquer contendo cerca de 70
mL de agua purificada e transferido para baldao volumétrico de 100 mL onde completou-se o
volume. Essa solugéo foi armazenada em frasco de vidro.

O preparo da solucdo B de Hidréxido de Sodio 0,1 M foi realizada pela pesagem de 0,4
g de NaOH que foi dissolvido em dgua. Em um baldo volumétrico completou-se o volume para
100 mL. Essa solucdo foi armazenada em frasco de plastico.

O preparo da solucdo C de peroxido de hidrogénio foi realizada pela dilui¢do de 33,3
mL de peroxido de hidrogénio em agua purificada e o volume completado a 100 ml. Essa

solugéo foi armazenada em frasco de vidro.
4.4.3 Preparacéao das soluctes de degradacao e solugdes de leitura

As solucgdes de degradacdo dos nitroxidos em cada tempo de analise 1, 0; 3, 0; 6, 0; 9,
0; 12; 18 e 24 h e para as condigdes de degradacdo &cida, basica e oxidativa, foram preparadas
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por diluicdo da solucéo estoque para obtengédo de solugéo final leitura (SL) na concentracédo de
0,1 mg. mL* todas em triplicata.

Os agentes estressantes, diluente da amostra e o padrao fase movel empregados no teste
de degradacdo forcada também foram avaliados isoladamente, visando identificar os sinais
cromatograficos provenientes dos mesmos, para que esses sinais nao fossem confundidos com
produtos de degradacao.

Para o estudo de fotodegradacdo, inicialmente pesou-se 1 mg de cada amostra
(BZTEMPOL, TEMPOL, TSTEMPOL) em balanca analitica. Cada contetdo foi dissolvido em
10 ml de Etanol PA atingindo uma concentragdo final de 0,1 mg.mL™. As amostras foram
submetidas a uma exposi¢do em camara de fotoestabilidade com controle de temperatura,
(radiacdo UV, lampada fluorescente e, iluminagédo > 1,2 milhdes de lux.hora, em concordéncia
com diretrizes ICH Q1B) e nos tempos 1,3,6,9,12,15,18,21 e 24 retirou-se aliquotas dessas
amostras e controles para realizacdo dos testes. As amostras e os controles (solu¢do apenas com

o0 diluente) foram submetidas ao teste no mesmo momento.
4.4.4 Andlise cromatografica das amostras submetidas a degradacéo forcada

Os efeitos dos agentes degradantes nas amostras estudadas foram avaliados a partir do
aumento e/ou reducdo da area do pico cromatografico (equacdo x) especifico para cada
nitréxido utilizando, para tanto, 0 método cromatografico desenvolvido (vide topico 4.3).

Area do pico do padrio

Taxa de degradacio (%) = x 100% (4)

Area do pico apés o estresse

Para o estudo de degradacdo forcada, a ANVISA preconiza que apés realizacdo dos
testes o teor do ativo deve permanecer entre 10 e 30% e caso a degradacdo seja inferior ao limite
minimo, deve-se aumentar as condicdes de estresse. Quando ndo houver mudanga mesmo com

a intensificacdo das condi¢des é necessario apresentar uma justificativa fundamentada.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma vez obtidos por sintese quimica conforme descrito por Cunha et al. (2020) é
necessario a caracterizacao dos nitréxidos em estudo visando a obtencdo de padrdes de trabalho
para cada uma das substancias e melhor entendimento das propriedades fisico-quimicas e
caracteristicas moleculares. Nesse trabalho, a caracterizagdo molecular envolveu o emprego das
seguintes técnicas: andlise in silico, FTIR, DSC, TG, EPR, DRX, UHPLC-MS-MS e UHPLC-
DAD. Essas informacbes, além de auxiliarem na compreensdo quimica das moléculas,
fornecem subsidios para o aprimoramento das etapas de sintese, desenvolvimento de métodos

cromatograficos e estabilidade fisico-quimica, necessarios ao desenvolvimento de formulacdes.

5.1 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER
(FTIR)

Os espectros de FTIR de TEMPOL e seus derivados BZTEMPOL e TSTEMPOL foram
obtidos a fim de caracterizar a estrutura quimica, em relacdo a presenca de grupos funcionais
caracteristicos do material utilizado no projeto.

No espectro obtido para 0 TEMPOL (Figura 4) pode-se observar a existéncia de grupos
funcionais caracteristicos da molécula, tais como: uma banda forte na regido 3400 cm™
caracteristica do grupo hidroxila (O-H), bandas de absor¢do em 3000, 2946 e 2858 cm™
caracteristicas do estiramento C—H sp® e entre 1362 e 1300 cm™ caracteristicas do grupo nitro
(N-O).
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Figura 4- Espectro de infravermelho do TEMPOL
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Fonte: autor, 2021

Ja para o BZTEMPOL (Figura 5), o espectro apresenta bandas caracteristicas do
estiramento dos grupos C—H sp? em 3072 e C—H sp® em 2975, 2933 e 2871 cm™®. Também
apresentam bandas representativas do grupamento sulfona S=O no intervalo de 1350 e 1175

cm e vibragdes C=C de aromatico em 1475 e em 1445 cm™.
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Figura 5- Espectros de infravermelho do BZTEMPOL
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Fonte: autor, 2021

Os espectros do TSTEMPOL (Figura 6) apresentam bandas caracteristicas do
estiramento C—H sp? em 3070 e C—H spem 2975 e 2939 cm™. E possivel observar também
uma banda em 1590 e 1460 cm~ ! atribuida as vibraces C=C de aromético e bandas

representativas do grupamento S=0O no intervalo de 1350 e 1175 cm™.
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Figura 6- Espectros de infravermelho do TSTEMPOL
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Fonte: autor, 2021

5.2 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA

Comumente RMN ¢ a técnica de escolha para determinacdo estrutural a partir das
vibracBes magnéticas de C e/ou H. Essa técnica espectroscopica baseia-se na capacidade do
nacleo atbmico sofrer deslocamento de seus niveis de energia quando expostos a um campo
magnético artificial, gerando um sinal de intensidade diretamente proporcional ao nimero de
nacleos ressonantes (YIP; WONG; CHOI, 2011). Para analises RMN é necessario que as
moléculas sejam diamagnéticas ou que estejam no estado solido (o que limita a sensibilidade
do método). Tendo em vista que 0s nitroxidos apresentam caracteristicas paramagnéticas, ou
seja, apresentam elétrons desemparelhados na estrutura, a técnica de escolha é o EPR.

Isso porque, 0 EPR é capaz de observar e medir a absorcéo de energia eletromagnética
por elétrons desemparelhados em um campo magnetico. As figuras 7, 8 e 9 apresentam as
analises EPR para os nitroxidos em estudo. A presenca do grupo NITRO responsavel pela
propriedade paramagnética é confirmada pela presenca de sinal da anélise por EPR, para todos
0s nitroxidos estudados e, sendo proporcional e atribuido a presenca de radicais livres
(ROMANET et al., 2021). Este sinal, devido ao método usado na detecgéo, aparece no espectro
sob a forma matematica da derivada da curva da absorcao e a concentracao dos radicais livres

presentes pode ser calculada através da area sob a curva resultante. Além disso, a identidade
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dos radicais livres presentes na amostra pode ser determinada pelo aspecto caracteristico do
espectro de EPR obtido.

Por essa razao, as diferencas obtidas nos espectros de EPR para os nitroxidos séo
atribuidas as caracteristicas particulares de cada composto. Além disso, observamos que dentre
as substancias estudadas o TEMPOL apresenta uma maior intensidade e consequentemente uma
maior quantidade de radicais livres. Seguido do TSTEMPOL e por ultimo o BZTEMPOL.

Esses resultados, referentes aos espectros das substancias isoladas, poderdo ser
utilizados como referéncia para fins comparativos quando forem desenvolvidas formulacbes
com esses ingredientes farmacéuticos ativos, sendo, portanto, de extrema importancia para o

controle de qualidade do produto final.

Figura 7- Espectro da primeira derivada de uma curva Lorentziana do TEMPOL
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Fonte: autor, 2021
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Figura 8- Espectro da primeira derivada de uma curva Lorentziana do BZTEMPOL

——BZTEMPOL

2x10™

1x10" A

Intensidade (a.u)
o
1

“1x10™

-2x10"

T T T T T T T T T d
3,4x10° 3,5x10° 3,5x10° 3,5x10° 3,6x10°
Campo magnético (mT)

Fonte: autor, 2021

Figura 9- Espectro da primeira derivada de uma curva Lorentziana do TSTEMPOL
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5.3 DIFRATOMETRIA DE RAIOS X

Com os resultados do DRX foi possivel caracterizar o perfil de cristalinidade entre os
diferentes nitroxidos estudados.
O difratograma do TEMPOL (Figura 10) obtido a temperatura ambiente (25 ° C) mostra

gue esse ingrediente ativo farmacéutico possui um perfil altamente cristalino com trés picos:
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um pico principal de maior intensidade, em 12,9° e dois picos de menor intensidade em 25,13
e 35, 9°. J4 0 BZTEMPOL e o TSTEMPOL apresentaram mais de uma fase cristalina com um
pico de maior intensidade em 19,02° e 9,06°, respectivamente (Figura 11 e 12). O TEMPOL
mostrou-se mais uniforme e com reflexdes cristalinas mais intensas, sugerindo que ele possui
um elevado grau de ordenamento estrutural. O conhecimento detalhado do perfil cristalografico
dos nitroxidos € de suma importancia para compreensdo de suas caracteristicas fisico-quimicas
e consequentemente na atividade farmacolégica (THAKRAL; ZANON; KELLY; THAKRAL,
2018).

Figura 10- Difratograma TEMPOL
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Figura 11- Difratograma BZTEMPOL
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Figura 12- Difratograma TSTEMPOL

1,0x10°

8,0x10°

6,0x10°

4,0x10°

Intensidade (u.a)

2,0x10°

0,0

Fonte: autor, 2021



54

Com a identificagdo dos picos cristalinos caracteristicos do TEMPOL, BZTEMPOL e
TSTEMPOL foram determinados seus respectivos percentuais de cristalinidade. Para isso, é
essencial deconvoluir os espectros de difracdo de raio X das amostras para encontrar a area dos
picos amorfos e cristalinos (DONOSO et al., 2018). Apoés a deconvolugdo, o percentual de

cristalinidade foi calculado por meio da equagéo:

%C = 100 Ej:"—n (5)
Onde: C (%) é o percentual de fase cristalina, 0 termo XApico cr COrresponde a soma das
contribuigdes cristalinas de cada pico e o termo XApico néo cr, @ CONtribuicdo ndo cristalina do
difratograma.
Feito isso, 0s percentuais de cristalinidade estimados para o TEMPOL, BZTEMPOL e
TSTEMPOL foram de 90,49; 55,94 e 64,50% respectivamente. Com esses resultados podemos
inferir que dentre os compostos 0 TEMPOL, possui maior estabilidade por apresentar maior

cristalinidade entre as amostras estudadas

5.4 ANALISES TERMICAS

A caracterizagdo da estabilidade térmica e eventos térmicos, para 0s nitroxidos
estudados, foi realizada através do emprego de analises termogravimétricas (TG) e Calorimetria
Exploratdria Diferencial (DSC) e serdo discutidas em conjunto para cada um dos nitroxidos. E
importante frisar que associacao das técnicas TG/DTG com DSC é fundamental, pois a primeira
indica eventos térmicos relacionados a variagcdo de massa, enquanto a segunda detecta eventos
associados ou ndo a perda de massa, além de fornecer as temperaturas em que ocorrem € a

energia envolvida no processo (GERMANO et al., 2021).
5.4.1 Comportamento térmico do TEMPOL

A derivada primeira das curvas TG sugerem apenas uma etapa de decomposicéo, cujas
temperaturas onset (inicio) e endset (fim) foram determinadas a partir do método da tangente.
A escolha desse método de determinacdo se justifica pela maior reprodutibilidade dessas
temperaturas em razdes de aquecimento distintas (BEZERRA, 2017). Os calculos das perdas
de massa foram realizados a partir das curvas DTG. S&o apresentados, na Tabela 9, os valores
das curvas termogravimétricas do TEMPOL nas diferentes razdes, e a Figura 13, as curvas TG

do TEMPOL, obtidas nas diferentes raz6es de aquecimento.
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Tabela 9- Dados das curvas termogravimétricas do TEMPOL nas razdes de aquecimento 5,10, 15 e 20°C/min em

atmosfera de nitrogénio

Etapa Unica de decomposicéao

B (°C.min)
Tonsetl(oc) Tendsetl(oc) A ml(%)
5 152,04 182,21 100
10 162,81 196,64 100
15 175,17 209,75 100
20 179,18 216,95 100

Fonte: autor, 2021

Figura 13- Sobreposicéo das curvas TG do TEMPOL nas razées de 5, 10, 15 e 20°C.min*!

— ¢20°C.min"
$15°C.min”
100 .
— ¢ 10°C.min’
a0l — ¢5°C.min”
<
= 60-
©
w
2]
T
S 40
20 -
(B
T v T L T L) T L] T ¥ 1
0 200 400 600 800 1000

Temperatura (°C)

Fonte: autor, 2021

Constata-se ap0s analise das curvas TG/DTG do TEMPOL que a substancia é estavel
termicamente até, aproximadamente, 152 °C, com degradacdo em etapa Unica e total em
aproximadamente 200 °C.

A curva DSC do TEMPOL (Figura 14) apresentou um pico principal endotérmico com
inicio por volta de 72,22 °C, atribuido a fusdo da amostra. O segundo evento é de natureza

endotérmica e se refere a decomposicao da amostra com oxidacdo da matéria organica e/ou dos
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produtos gasosos gerados pela decomposi¢do térmica do material. Os resultados da analise por
DSC séo apresentados na Tabela 10.

Figura 14- Curva DSC do TEMPOL na razdo de aquecimento de 10°C.min!
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Fonte: autor, 2021

Tabela 10- Dados termoanaliticos obtidos por DSC para 0 TEMPOL

B (°C.min*) 1° Evento 2° Evento
Tonset 72,2 168,61
Tendset 77,8 230,86
10
Tpico 73,6 208,14
AH (J/g) 120,7 124,1

Fonte: autor, 2021

5.4.2 Comportamento térmico do BZTEMPOL

A andlise dos resultados das curvas TG/DTG do BZTEMPOL (Figura 15) mostra que a
substancia é estavel termicamente até aproximadamente 150 °C, e ap0s esta temperatura ocorre
a decomposicgéo térmica gradual da amostra até 900 °C. O perfil da curva DTG sugere que a

decomposigéo ocorre em trés etapas. O primeiro evento ocorre entre 150°C e 167°C com perda
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de massa de 15,43%, o segundo ocorre entre 207°C e 227°C com perda de massa de 4,6%. Por
fim, a ultima etapa que ocorre de 283°C até 322°C obteve uma perda de massa equivalente a
67,77%.

Figura 15- Sobreposicdo das curvas TG do BZTEMPOL nas razdes de 5, 10, 15 e 20°C.min-1
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Fonte: autor, 2021

A curva DSC, ilustrada na Figura 16, apresentou cinco eventos. O primeiro (por volta
de 121°C) é atribuido a fusdo do composto, enquanto os demais: dois eventos exotérmicos que
se seguem, coincidentes as perdas de massa em 165 °C e 229 °C, e os dois ultimos e
endotérmicos a 268,01 °C e 315 °C, respectivamente, referem-se aos processos de
decomposic¢do térmica em etapas do material e de seus produtos de degradacéo.
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Figura 16- Curva DSC do BZTEMPOL na razdo de aquecimento de 10°C.min-*
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Fonte: autor, 2021

A Tabela 11 mostra a Tonset, Tendeset € @ variagcdo de entalpia das transi¢es para o
BZTEMPOL.

Tabela 11- Dados termoanaliticos obtidos por DSC para 0 BZTEMPOL

f (°C.min%) 12Evento 22Evento 3 Evento 4 Evento  5%Evento
Tonset 121,6 165,8 229,60 268,01 315,69
Tendset 127,7 181,2 247,17 300,01 337,34
+ Thico 125,3 1754 239,73 280,37 322,09
AH (J/g) 95,66 275,7 49,90 11,45 72,91

Fonte: autor, 2021

5.4.3 Comportamento termico do TSTEMPOL

A curva TG sugere que o composto é estavel termicamente até aproximadamente 90 °C
e que a decomposicao ocorre em quatro etapas. O primeiro evento ocorre entre 90°C e 107°C
com perda de massa de 1,12%, o segundo ocorre de 153°C a 170 °C com perda de massa de

19,49%. O terceiro evento ocorre entre 202°C e 226°C com perda de massa de 7,65% e o quarto
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e ultimo evento ocorre entre 277°C a 308°C com perda de massa de 48,27%. A Figura 17

representa a sobreposi¢do das curvas TG nas diferentes razdes de aquecimento.

Figura 17- Sobreposicéo das curvas TG do TSTEMPOL nas razdes de 5, 10, 15 e 20°C.min!
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Fonte: autor, 2021

O TSTEMPOL apresenta uma curva de DSC (Figura 18) com 5 eventos. O primeiro e
0 segundo evento sdo endotérmicos e ocorreram respectivamente em 91,81 °C e 108,39 °C. O
primeiro evento é referente a perda de massa, e 0 segundo caracteristico de fusdo da amostra.
Quanto ao terceiro evento exotérmico a 167,35 °C, trata-se da perda de massa da amostra.

Assim como, o quarto e quinto eventos endotérmicos ha 220,88 e 283,77, respectivamente.
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Figura 18- Curva DSC do TSTEMPOL na razdo de aquecimento de 10°C.min*
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Fonte: autor, 2021

A Tabela 12 mostra a Tonset, Tendeset € @ Variacdo de entalpia das transi¢fes para o
TSTEMPOL

Tabela 12- Dados termoanaliticos obtidos por DSC para 0 TSTEMPOL

B (°C.min) 12Evento  2°Evento  3*Evento 4°Evento  5%Evento
Tonset 91,81 108,39 167,35 220,88 283,77
Tendset 96,24 114,77 180,69 232,50 308,76
+ Thico 94,08 112,63 179,04 228,61 312,56
AH (J/g) 8.961 69,10 216,4 20,82 215,2

Fonte: autor, 2021

5.5 ESTUDO CINETICO DINAMICO

Além da caracterizacao termica, os dados das curvas termogravimétricas possibilitaram
estimar parametros cinéticos acerca dos nitroxidos. Esses resultados s&o de suma importancia

para fornecer subsidios sobre a estabilidade dessas substancias. Dessa forma, com auxilio do
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software Specialty Library, foi determinado a energia de ativacgdo (Ea), Fator de Frequéncia (A)
e 0 tempo de meia vida.

O software aplica 0 método de Ozawa para calculo desses parametros, sendo assim é
necessario utilizar pelo menos trés razbes de aquecimento para o tratamento dos dados e
obtengdo dos resultados. Nesse estudo, foi utilizado curvas termogravimétricas dindmicas nas
razOes de 5, 10, 15 e 20 °C min™ e a figura 19 apresenta a sobreposicio das curvas TG obtidas
para os nitroxidos nessas diferentes razdes de aquecimento

Figura 19- Sobreposicdo das curvas TG dos nitréxidos: TEMPOL (A), BZTEMPOL (B) e TSTEMPOL (C) nas
razdes de 5, 10, 15 e 20°C min!
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Fonte: autor, 2021

Inicialmente foi determinada as taxas das conversdes utilizadas para calcular os
parametros cinéticos. Isso foi feito a partir de uma analise estatistica que consistiu em escolher
o intervalo com melhor correlagéo linear e menor desvio padréo. Para O TEMPOL o intervalo
de fracdo decomposta foi: 65, 70, 75, 80 e 85%, ja para 0 BZTEMPOL de 25, 30, 35, 40 e 45%
e por fim o TSTEMPOL com 55, 60, 65, 70 e 75%. A Figura 20, evidencia os graficos do
logaritmo da taxa de aquecimento em funcéo do inverso da temperatura absoluta. E possivel

observar que as cinco retas paralelas estdo ajustadas aos pontos experimentais.
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Figura 20- Graficos do logaritmo da razdo de aquecimento (logp) em fungdo do inverso da temperatura absoluta
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2.30

Com o intervalo de conversdo bem definido, foram calculados a média para a energia

de ativacdo, fator de frequéncia e a temperatura necessaria para atingir a meia vida do ativo. A

tabela 13 apresenta os valores para cada um dos nitroxidos.



63

Tabela 13- Valores dos parametros cinéticos obtidos a partir do estudo ndo-isotérmico

Amostra Energia de ativagdo Log [Fator Pré exponencial Temperatura de
(KJ.mol?) (minH] meia vida (°C)
TEMPOL 62 7 101
BZTEMPOL 108 12 122
TSTEMPOL 107 12 116

Fonte: autor, 2021

Com esses resultados, pode-se inferir que 0 BZTEMPOL apresenta maior estabilidade
seguido do TSTEMPOL, ja que ambos apresentam os maiores valores de energia de ativacéao e
guanto maior essa energia, maior sera a barreira para iniciar reagdes decomposicao. Isso
também fica evidente no valor da temperatura que deve ser atingida para que reduza suas meias
vidas. Como 0 BZTEMPOL e TSTEMPOL apresentam estruturas semelhantes, provavelmente
0 grupamento substituinte de ambos é responsavel pelo aumento na estabilidade desses

compostos.

5.6 DETERMINACAO DE PROPRIEDADE FiSICO-QUIMICAS E CARACTERISTICAS
MOLECULARES IN SILICO

A partir da estrutura molecular dos nitroxidos, foram calculados algumas propriedades
fisico-quimicas e caracteristicas moleculares (Log P, MM e pKa) in silico, utilizando o software
Marvinsketch (ChemAxon), conforme apresentado na Tabela 14. Esse entendimento inicial é

norteador do desenvolvimento de método e analises LC-DAD e LC-MS.

Tabela 14- Propriedades fisico-quimicas e caracteristicas moleculares para cada um dos nitroxidos estudados

Nitroxido MM Log P
TEMPOL 172,24 0,22
BZTEMPOL 312,13 2,27
TSTEMPOL 326,13 2,79

Fonte: autor, 2021

A partir da Tabela 14 podemos observar que todos os nitroxidos apresentam valores de
Log P positivos e, portanto, 0 modo hidrofébico de eluigdo utilizando colunas C18 é uma

estratégia possivel de ser realizada, desde que exista um valor de pH no qual todas as
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substancias se encontrem no modo ndo ionizado. Existe uma diferenca evidente nos valores de
Log P encontrados para as trés substancias, sendo os valores encontrados para o
BENZILTEMPOL e TSTEMPOL mais proximos entre si, evidenciando a necessidade de
maiores proporcdes de solvente organico para eluicdo destes ultimos nitroxidos, de forma que,
uma analise no modo de eluicdo gradiente é imprescindivel para determinacdo da propor¢do
adequada de solvente organico. O TEMPOL apresenta menor coeficiente de particdo (Log P)
sugerindo menor necessidade de solvente organico para eluicdo quando comparado aos demais
que apresentam um grupo substituinte maior e mais lipofilico.

Como os analitos podem alternar seu estado de ionizagcdo com mudangas nos valores de
pH da fase mdvel, e consequentemente apresentar diferentes comportamentos de elui¢do, torna-
se imprescindivel a compreensdo das caracteristicas acido-base de cada substancia para realizar
0S ajustes necessarios nos parametros cromatogréaficos escolhidos.

A Figura 21 (A, B e C) ilustra a distribui¢do das formas ionizantes dos nitroxidos frente
ao pH. Os valores evidenciam que 0s nitroxidos apresentam-se ndo-ionizados em uma ampla
faixa de pH (4 — 10) e, portanto, ndo necessitam de agentes acidificantes ou tamponantes na
fase mdvel para manutencdo de sua forma molecular, ja que apenas em pH extremamente acido
ou basico esses compostos sofrem ionizacdo. Diante disto, é possivel a utilizagdo de colunas
cromatograficas de fase reversa C18 utilizando acetonitrila como solvente organico e agua
como solvente aquoso, sem necessidade de controle de pH, em modo gradiente como estratégia

inicial para o desenvolvimento do método cromatogréafico indicativo de estabilidade.
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Figura 21. Distribuicdo das espécies conforme mudanca de pH para o (A) TEMPOL, (B) BZTEMPOL e (C)
TSTEMPOL

Fonte: autor, 2021.

5.7 AVALIACAO DA PUREZA CROMATOGRAFICA E POR DSC

Todas as moléculas sintetizadas foram avaliadas quanto a pureza cromatografica frente
analises LC-MS e LC-DAD, ambas em modo gradiente e por DSC. Os resultados foram

demonstrados na Tabela 15.
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Tabela 15- Valores de pureza cromatografica obtidos para cada amostra de nitréxido através das técnicas analiticas

utilizadas
Nitréxidos Tr (mMin) UHPLC-DAD UHPLC-MS DSC -
(%) (%) Van't Hoff
TEMPOL 3,0 100 96,00 99,04
TEMPOL IMPUREZA 3,5 ND 4,00 0,96
BZTEMPOL (RADICALAR + 7,0-12,0 ND 100,00 97,57
REDUZIDO
TSTEMPOL IMPUREZA 7,0 ND 11,80 -
TSTEMPOL RADICALAR + 8,0-14,0 ND 88,63 *
REDUZIDO

Tr=tempo de retencdo; ND= ndo detectado.
Fonte: autor, 2021

Os valores de pureza cromatografica foram obtidos a partir da determinacdo dos valores
de &rea para todos os picos identificados no cromatograma, excetuando-se aqueles presentes na
analise do branco. A razdo da area do pico do analito interesse pela somatdria dos picos
identificados multiplicados por um fator de 100, expressou a pureza, conforme técnica de
andlise utilizada, em percentagem, para cada amostra estudada.

Além da cromatografia, também é possivel estimar a pureza de materiais por DSC de
forma bastante simples e rapida (ATTIA; ABDEL-MOETY; ABDEL-HAMID, 2017). No
entanto, seu uso para essa finalidade ndo deve ser realizado de maneira isolada ja que apresenta
algumas limitagdes, como: necessidade de alto grau de pureza das substancias, carece também
de um pico de fusdo bem definido, sem apresentar outros eventos térmicos que interferem com
0 ponto de fusdo do composto (WANG et al., 2021). Entdo de forma complementar, também
foi calculado a pureza dos nitroxidos através da equacdo de Van’t Hoff do evento de fusdo com

auxilio do software Specialty library (Figura 22).
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Figura 22- Curvas DSC obtida a 10°C.min™ para o TEMPOL (A) e BZTEMPOL (B)

A0 —75.0
A _ 745
1 C 740
2 C
2 ] F T
s -735 @
5 -3 = s
S b, o “730 £
© 7 Purity: 99.04mol % % T o AR
T -4 Melting Point: 74.50 °C g, e . = g
g 1 Depression: 0.41 °C % T e L 725 ©
Z ] Delta H: 23.37 kJ/mol ] e = =
-5 Correction: 15.75 % B @ C
. Mol. Weight: 172.00 g/mol % e e - 72.0
7 Cell Const: 1.015 -
6 - Onset Slope: -57.26 mAf°C ) F
B Area total / Area parcial A
] 0 10 20 -
7 R | ! e l ! w | R T 71.0
0 100 200 300 400 500
Temperatura (°C)
B) 6 128
4 126
% 2 L 124
2 - g
5 ] [ s
8 o -122 &
[} b r [+
'g | Purity: 97.51 mol % L E—
& 1 Melting Point: 125.87 °C F @
T -2 - Depression: 1.00°C Cea, ~120
1 Delta H: 33.08 kd/mol C e a 3
7 Correction: 10.09 % r
1 Mol. Weight: 312.00 g/mol i
-4  Cell Const: 1.015 . ) 118
| Onset Slope: -57.26 m\W/°C Area Total / Area Parcial B
0 5 10 15
-5 L H— - I L L I| I L H— - I L L - I L H— I| 116
0 100 200 300 400 500

Temperatura (°C)

Fonte: autor, 2021

Na Tabela 15 verificamos diferencas entre os valores de pureza conforme o nitréxido e,
entre as diferentes técnicas. A técnica LC-MS é capaz de detectar substancias que nao
apresentem grupos cromaéforos, porém, estejam na forma ionizada durante as analises, o que
justifica as diferentes purezas encontradas. Foram detectados diferentes estados de ionizagao
para o BZTEMPOL e TSTEMPOL, portanto a pureza cromatogréafica destas substancias a partir
da técnica LC-MS, foi determinada pela soma das contribuicbes das diferentes formas
ionizaveis detectadas para cada analises (Tabela 15). Assim, obteve-se um percentual de pureza
de 100% para BZTEMPOL (22% da forma radicalar e 78% da forma reduzida) ndo sendo
detectada impureza. Para 0 TSTEMPOL o somatorio das contribui¢Bes para as duas formas
ionizaveis detectadas foi de 88,63%, sendo detectado uma impureza em 7 min com teor de
11,83%. A técnica LC-DAD néo foi capaz de detectar, durante analise exploratéria, a impureza
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para 0 TEMPOL, apresentando teor em LC-MS de 96%, com uma impureza detectada em 3,
5min. Quanto aos resultados obtidos por DSC, podemos observar na tabela que o TEMPOL
apresentou pureza de 99% e o BZTEMPOL 97%. Foram calculados os valores de pureza apenas
para esses dois nitroxidos, pois apresentaram picos de fusdo bem definidos sem nenhum evento
térmico préximo, diferente do TSTEMPOL.

Estes resultados evidenciam que avaliacdo da pureza de uma substancia deve ser
utilizados diversas técnicas analiticas, ja que os valores obtidos por DSC e por UHPLC-DAD
E UHPLC-MS-MS nao foram equivalentes.

5.8 IDENTIFICACAO DOS NITROXIDOS POR LC-MS E ESTUDOS DE
FRAGMENTACAO

Para garantir a identidade molecular e pureza das amostras estudadas, foi realizado uma
analise por cromatografia liquida acoplada ao espectrémetro de massas, com um detector de
massas do tipo linear triplo quadrupolo ion trap de alta resolu¢do. Quando em solucéo e durante
a ionizag&o por eletroionizagdo, os nitroxidos sofrem reacOes de transferéncia de um elétron,

originando formas reduzidas (hidroxilaminas) e oxidadas (oxo-amdnio) (Figura 23).
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Figura 23- Estado reduzido e oxidado dos nitréxidos apés eletroionizacdo, apresentando valores de massa molar

exata (g/mol)
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Pennington, Cohen, Tian e Boulineau (2015) desenvolveram um método por LC-MS

para identificacdo de um nitroxido denominado TEMPO e observaram que a eficiéncia de

ionizacdo foi considerada muito maior para a forma reduzida desse nitroxidos quando

comparada as outras duas formas, devido ao nitrogénio basico. Desta forma, para analises LC-

MS foram utilizadas as mesmas condigdes e fases moveis utilizadas no UHPLC/DAD, com

inclusdo de &cido formico (agente redutor) em ambas as fases moveis objetivando a manutengéo

da estabilidade dos nitroxidos estudados durante a analise.
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A figura 24 apresenta o cromatograma de ions Totais (TIC) obtido para cada um dos
nitréxidos em modo positivo, a partir do qual foi extraido o espetro de massas (MS1) para 0s

picos apresentados.

Figura 24- Cromatograma de ions totais obtido para o TEMPOL (1- forma reduzida), BZTEMPOL (1- forma

radicalar e 2- forma reduzida), E TSTEMPOL (3- impureza, 1- forma reduzida e 2- forma radicalar)
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O TEMPOL (1) foi detectado em aproximadamente 3 minutos com uma impureza em
3,5 minutos (Figura 24). A transi¢do i6nica (ion precursor-ion produto) escolhida para
caracterizacdo do TEMPOL foi de razdo massa/carga de 174,2555 (Figura 25), atribuida ao
TEMPOL protonado [M+H] ¥, em sua forma mais estavel (reduzida), resultando em um sinal
com qualidade e abundancia satisfatoria. Salientamos que é evidente a existéncia de
fragmentacédo parcial do TEMPOL na fonte de ionizagdo em virtude da detecgdo de outras

razOes massa/carga, tal como m/z = 158,2287.
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Figura 25 — Espectro MS1 do ion precursor para 0 TEMPOL a 3 min na faixa de 50 — 200 m/z
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A impureza detectada para 0 TEMPOL é sugestiva de residuos provenientes da rota
sintética, ja que, conforme demonstrado no espectro de massa (Figura 26) o ion de razdo
massa/carga de 158,2212 corresponde ao peso molecular do TEMPO, reagente utilizado
durante a sintese do TEMPOL. Como o grau de conversao durante esse processo ndo foi 100%

(rendimento de 70%), foi possivel detecta-lo nos espectros obtidos na analise por LC-MS.

Figura 26— Espectro MS1 do fon da impureza do TEMPOL a 4 min na faixa de 50 — 200 m/z
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Para BZTEMPOL foram detectados 2 picos referentes a dois estados de ionizagdo: em
7 minutos em sua forma reduzida protonada (1), bem como em 12 minutos em sua forma

radicalar (2) (Figura 24). A transigdo ionica (ion precursor-ion produto) escolhida para
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caracterizacdo do BZTEMPOL foi de razdo massa/carga de 314,2588 (Figura 27), atribuida ao
BZTEMPOL protonado [M+H] " e a de m/z de 312,2922, referente a sua forma radicalar [M]
(Figura 28), com ionizacao na fonte formando o ion de m/z = 109.0918. Ambos estados de
ionizacao resultaram sinal com qualidade e abundancia satisfatoria e por essa razdo ambos

foram caracterizados.

Figura 27 — Espectro MS1 do ion precursor para 0 BZTEMPOL a 7 min na faixa de 50 — 350m/z
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Figura 28 —Espectro MS1 do fon precursor para BZTEMPOL a 12 min na faixa de 50 — 350 m/z
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Por fim, para 0 TSTEMPOL foram detectados 3 picos, sendo um em aproximadamente

7 min, atribuido a uma impureza com m/z = 312,2726, e os demais referentes a dois estados de

ionizacao: em 8 minutos atribuido a forma reduzida (m/z = 328,2259) e em 14 minutos atribuida
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a sua forma radicalar (m/z =326,3246) (Figura 24), perfil semelhante ao apresentado pelo
BZTEMPOL.

Para a impureza detectada para 0 TSTEMPOL, sugere-se contaminagdo durante o
processo de sintese, isso porque o ion de razdo massa/carga de 312,2776 (Figura 29)
corresponde ao peso molecular do BZTEMPOL, cujo reagente utilizado para sua sintese
diferencia-se do TSTEMPOL apenas por um grupamento metil.

Ja transicdo ibnica (ion precursor-ion produto) escolhida para caracterizacdo do
TSTEMPOL foi de razdo massa/carga de 328,2259 (Figura 30), atribuida a sua forma reduzida
(protonado [M+H] ™) e a de razdo massa/carga de 326,3245 (Figura 31), relativo ao
TSTEMPOL, em sua forma radicalar, ja que ambos resultaram em um sinal com qualidade e
abundancia satisfatoria. Também foi verificado fragmentacdo parcial para 0 TSTEMPOL na
fonte de ionizacdo em virtude da deteccdo de outras razdes massa/carga para a forma radicalar
com formacéo de ion de m/z = 109,0800 e m/z =155,3526.

Figura 29 — Espectro MS1 do fon precursor para TSTEMPOL a 7 min na faixa de 50 — 350 m/z
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Figura 30 — Espectro MS1 do ion precursor para TSTEMPOL a 8 min na faixa de 50 — 350 m/z
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Figura 31 — Espectro MS1 do fon precursor para TSTEMPOL a 14 min na faixa de 50 — 350 m/z
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Uma vez identificado o ion precursor para cada uma das formas ionizadas dos
nitroxidos, passou-se a caracterizacdo dos produtos de fragmentacdo formados através da
utilizacdo de duas configuracdes de energia de colisdo: 20 e 35eV cujos espectros de massa
(MS2) foram agrupados em figuras conforme o nitroxido estudado.

Para o TEMPOL, espectros MS2 sdo apresentados nas figuras 31 e 33 e as sugestdes de
estrutura quimica para os fragmentos formados. Evidenciamos que o perfil de fragmentacao
diferiu com o0 aumento da energia de colisdo. A tabela 16 apresenta a formula molecular, massa
molecular, razdo massa/carga real e tedrica e erro puro, para o ion precursor e os ions produto

determinados. A hidroxilamina decorrente da perda do grupo nitro é o ion produto mais estavel
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e abundante, sendo os demais subprodutos decorrentes da auséncia do grupo nitro. Esse perfil
de fragmentacéo corrobora com estudos ja realizados na literatura para 0 TEMPOL (SMITH et
al.,, 2000; GAUDEL-SIRI et al., 2019), onde também verificamos a formacdo dos ions
produtos: TEMPOL reduzido (m/z:174,2400), acetona oxima protonada (m/z:74,0400) e dois
ions produtos de razdo massa carga de m/z:123,0000 e m/z:108,9600 decorrente da perda da
hidroxilamina.

Figura 32 — Espectro dos lons produtos do TEMPOL a 3 min na faixa de 50 — 200 m/z com energia de colisdo de
20
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Figura 33 — Espectro dos fons produtos do TEMPOL a 3 min na faixa de 50 — 200 m/z com energia de colisdo de
35
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Tabela 16 - Elucidacédo de possiveis subprodutos do TEMPOL por ESI

fon precursor fon Foérmula m/z m/z Erro
(m/2) produto molecular Tedrica Experimental (ppm)
1 CoH20NO 158,1539 158,228 0,0748
2 CoH20NO2 174,1488 174,2555 0,1067
174,25 3 CsHsNO 74,0600 74,0400 -0,02
4 CoH1s 123,1168 123,0000 -0,1168
5 CgHu1s3 109,191 108,9600 0,8661

Fonte: autor, 2021

Para 0 BZTEMPOL, como dito, no TIC foi observado dois picos e, por essa razao, foi
feita a caracterizacdo da sua forma reduzida (m/z: 314,2588) e sua forma radicalar (m/z:
312,2922). Como nado ha dados na literatura referente ao mecanismo de fragmentacdo desse
nitréxido, sugestdes de possiveis produtos foram feitas baseadas na fragmentacdo do TEMPOL.

Com isso, na figura 34 (CE=20) nota-se a presenca do mesmo fragmento encontrado
para 0 TEMPOL com razdo m/z de 74,92 correspondente a acetona oxima protonada. Um outro
produto, possivelmente formado pela fragmentagdo do grupo sulféxido, corresponde ao
nitréxido: 4-amino-2,2,6,6-tetrametilpiperidina (m/z:156,2400) que também foi observado por
Marshall et al. (2011). E, adicionalmente um ion com m/z de 123,1200 que sugerimos tratar-se
do produto da fragmentacao do ciclohexano, apos a saida da hidroxilamina. Para esta energia
de colisdo a fragmentacdo ndo foi completa e, um sinal intenso para a forma reduzida do
BZTEMPOL (m/z=314,1600) ainda foi detectado. Os mesmos ions foram encontrados quando
energia de colisdo foi aumentada para 35 (Figura 35). Os valores de erro inferiores a 1 ppm

fornecem confiabilidade as férmulas moleculares propostas (Tabela 17).
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Figura 34 — Espectro dos fons produtos do BZTEMPOL a 7 min na faixa de 50 — 350 m/z com energia de colisio
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Figura 35 — Espectro dos fons produtos do BZTEMPOL a 7 min na faixa de 50 — 350 m/z com energia de colis&o

de 35
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Tabela 17 - Elucidacdo de possiveis subprodutos da forma reduzida do BZTEMPOL (Tr = 7 min) por ESI

fon precursor  Composto Formula m/z m/z Erro
(m/2) molecular Tedrica Experimental (ppm)
1 C15H24NO4S 314,1420 314,2588 0,1168
2 CsHsNO 74,0600 74,0400 -0,02
314,25 3 CoH1sNO 156,1382 156,2400 0,1018
4 CoHis 123,1168 123,1200 0,0032

Fonte: autor, 2021

Por fim, o pico em 12 minutos identificado no TIC do BZTEMPOL (figura 24) tratava-
se do BZTEMPOL em sua forma radicalar (312,1269). Na figura 36, encontramos o0s ions
produtos apresentados para o ion precursor descrito. Os ions com m/z de 109,0800, 124,0800 e
154,200 correspondem a formas fragmentadas do nitroxidos de piperidina (SMITH et al.,
2000). O fragmento correspondente a forma radicalar do BZTEMPOL com m/z de 312,2400
também é observado. Com o aumento da energia de colisdo (35kV) (Figura 37) observamos
uma abundancia proeminente do fragmento de m/z 109,0800, com a deteccdo reduzida dos
demais fragmentos anteriormente observados, além da total fragmentacao do ion precursor que
ndo foi detectado. Na tabela 18 esta elucidado os possiveis subprodutos da forma radicalar do
BZTEMPOL por ESI

Figura 36 — Espectro dos fons produtos do BZTEMPOL a 12 min na faixa de 50 — 350 m/z com energia de colis&o
de 20
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Figura 37 — Espectro dos lons produtos do BZTEMPOL a 12 min na faixa de 50 — 350m/z com energia de colisio

de 35
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Tabela 18 - Elucidagdo de possiveis subprodutos da forma radicalar do BZTEMPOL (Tr = 12 min) por ESI

fon precursor  Composto Formula m/z m/z Erro
(m/z) molecular Teorica Experimental (ppm)
1 CsHus 109,1910 109,0918 -0,0992
2 CoHi6 124,1246 124,0800 -0,0446
109,19 3 CoH16NO 154,1226 154,2000 0,0774
4 C15H22NO4S 312,1269 312,2400 0,1131

Fonte: autor, 2021

A estrutura quimica do TSTEMPOL ¢ bastante semelhante ao BZTEMPOL, diferindo

apenas do grupo metil na posicao para, do anel aromatico, sugerindo um perfil de fragmentacéo
similar ao BZTEMPOL. Para o TSTEMPOL no tempo de retencdo de 8 minutos foi possivel

observar ions produtos referentes a forma reduzida (m/z = 328,2000), além de fragmentos dos

nitroxidos de piperidina (m/z= 123,1200 e 74,0400) nas energias de colisdo 20 e 35. O

fragmento correspondente ao nitroxido 4-amino-2,2,6,6-tetrametilpiperidina com razao massa

carga de 156,3526, também foi detectado (Figura 38 e 39).
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Figura 38 — Espectro dos lons produtos do TSTEMPOL a 8 min na faixa de 50 — 350 m/z com energia de colis&o

de 20
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Figura 39 — Espectro dos fons produtos do TSTEMPOL a 8 min na faixa de 50 — 350 m/z com energia de colis&o

de 35
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Tabela 19 - Elucidacdo de possiveis subprodutos da forma reduzida do TSTEMPOL (Tr = 8 min) por ESI

fon precursor  Composto Formula m/z m/z Erro
(m/2) molecular Tedrica Experimental (ppm)
1 CoH1sNO 156,1382 156,3600 0,2318
2 Ci6H26NO4S 328,1577 328,2000 0,0423
328,2000 3 CsHsNO 74,0600 74,0400 0,0200
4 CoHis 123,1168 123,1200 -0,0032

Fonte: autor, 2021

No tempo de retencdo de 14 minutos, onde foi identificado o TSTEMPOL em sua forma
radicalar (m/z= 326,1426), observamos que ndo houve alteracdo no padrdo de fragmentacéo
entre os ions produtos quando comparados com os obtidos na forma radicalar, para ambas as
energias de colisdo (Figuras 40 e 41). Da mesma forma que para 0 BZTEMPOL, n&o houve
fragmentos referentes ao grupo sulfoxido apresentando, portanto, padrdo de fragmentagdo

bastante similar.

Figura 40 — Espectro dos lons produtos do TSTEMPOL a 14 min na faixa de 50 — 350 m/z com energia de colis&o
de 20
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Figura 41 — Espectro dos lons produtos do TSTEMPOL a 14 min na faixa de 50 — 350 m/z com energia de coliséo
de 35
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Tabela 20 - Elucidagdo de possiveis subprodutos da radicalar do TSTEMPOL (Tr = 14 min) por ESI

fon precursor  Composto Foérmula m/z m/z Erro
(m/2) molecular Tedrica Experimental (ppm)
1 CsHu13 109,1910 109,0800 0,1110
2 CoH1e 124,1246 124,2000 0,0754
326,1269 3 CoH16NO 154,1226 154,2000 0,0774
4 C16H24NO4S 326,1426 326,2800 0,1344

Fonte: autor, 2021

5.9 DESENVOLVIMENTO DE METODO INDICATIVO DE ESTABILIDADE

A partir dos resultados obtidos em silico que auxiliaram ao direcionamento das
condicdes de tipo de coluna cromatografica, modo de eluicdo e fase movel, foram realizadas
analise exploratoria no modo de eluicdo gradiente (0 — 40 min/ 0 — 100% ACN) cujos

cromatogramas estdo apresentados na Figura 42.
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Figura 42- Cromatogramas obtido para 0 TEMPOL, BZTEMPOL E TSTEMPOL no método gradiente
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Fonte: autor,2021

Todos os nitréxidos foram detectados e apresentaram os seguintes Tr: 3, 12 € 13 min,
respectivamente para 0 TEMPOL, BZTEMPOL e TSTEMPOL. Buscando redugéo do tempo
de andlise e obtencdo de método de quantificacio no modo de eluicdo isocratico, foi
determinado a melhor composicéo de fase organica (acetonitrila) através do calculo da taxa de
eluicdo conforme descrito na metodologia (PORTO et al, 2020), visto que este modo de eluicédo
permite analises mais rapidas, além de melhor reprodutibilidade e robustez (SOLON, 2015), e
valores encontrados foram: 10% para o0 TEMPOL, 40% para 0 BZTEMPOL e 43% para 0
TSTEMPOL.

Além disso, a partir dos espectros na regido do ultravioleta para os picos majoritarios
detectados em cada uma das corridas foi determinado o melhor comprimento de onda para
determinacdo isolada dos compostos. O TEMPOL apresenta apenas um pico maximo de
absorcéo em 24 nm, BZTEMPOL E TSTEMPOL apresentam dois picos maximos de absor¢édo
cada, sendo 219 nm e 258 nm e 228 nm e 257 nm, respectivamente, conforme visualizados na
Figura 43.



Figura 43- Espectros UVdos nitréxidos TEMPOL (A), BZTEMPOL(B) E TSTEMPOL (C)

Fonte: autor,2021
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Feito isso, iniciou-se 0 processo de otimizagdo do método cromatogréfico afim de
racionalizar os experimentos e obter resultados cromatogréaficos satisfatorios. Para tanto,
utilizou-se da estratégia de desenho experimental do tipo Box-Behnken visando obtencdo de
um método com menor tempo de retencéo e reducéo do fator de retencdo (k), com valores ideais
no intervalo de 2< k <10 e fator de cauda entre 0,8< T <1,2 (BRUCE; MINKKINEN;
RIEKKOLA, 1998). O planejamento experimental do tipo Box-Behnken sera apresentado no

item subsequente.
5.10 OTIMIZACAO A PARTIR DO DESENHO EXPERIMENTAL

O delineamento do desenho experimental foi realizado com auxilio do software
Statistica®, utilizando como ferramenta estatistica o desenho experimental Box—Behnken
design com 3 variaveis independentes (fatores), que foram temperatura do forno, fluxo de fase
movel e concentracdo de FMB, 3 niveis com 3 repeticBes no ponto central, totalizando 27
condicBes cromatograficas, que foram realizadas em triplicata (n = 3), de forma randomizada
para minimizar o efeito de variaveis ndo previstas. Os planejamentos podem ser visualizados
nas tabelas 21, 22 e 23 junto com os valores das respostas obtidas para cada respectiva condicao.

Os demais parametros cromatograficos foram mantidos constantes: volume de injecéo
(1,0 L), coluna cromatogréafica, comprimento de onda do detector (240 nm) e concentragdo da
amostra (0,1 mg. mL™).



Tabela 21- Desenho experimental 3% Box-Behnken (27 condi¢des com n = 3) para 0 TEMPOL e resultado médio para as respostas estudadas

Condicéo T (C) (mi'/‘;‘r’]‘ﬁ’q 5 FMB() tr (Min) Tt (UA) (Lﬁ) K N
1 25 0.3 5 341 127 184580 3 1494
2 25 05 5 212 102 112873 2 1453
3 25 07 5 156 1,09 91509 1 1317
4 25 03 10 152 127 199326 1 791
5 25 05 10 0.94 120 123502 0 736
6 25 07 10 0.69 130 92831 0 705
7 25 03 15 0.92 143 214344 0 579
8 25 05 15 057 145 118092 0 442
9 25 07 15 0.42 152 87337 0 402
10 30 0,3 5 3,25 1,12 186727 4 1456
11 30 0,5 S 1,99 1,40 118466 2 1435
12 30 07 5 1,47 151 145588 1 1118
13 30 03 10 148 131 206102 1 778
14 30 05 10 0.92 130 130481 0 739
15 30 07 10 0.68 135 96810 0 656
16 30 03 15 0.92 145 199120 0 478
17 30 05 15 0,57 145 120576 0 451
18 30 07 15 0.42 152 86377 0 403
19 35 03 5 31 108 214859 3 1268
20 35 05 5 1,02 117 119712 2 1320
21 35 0,7 5 1,41 1,29 97632 1 1177
22 35 03 10 146 128 212173 1 764
23 35 05 10 0.90 125 128159 0 664
24 35 07 10 0.94 132 93394 0 602
25 35 03 15 0.91 140 199580 1 566
26 35 05 15 0.56 143 118874 0 446
27 35 07 15 041 147 87833 0 394

T = Temperatura; FMB = Fase Mdvel B; tr = Tempo de retencéo; Tr = Fator de cauda; A = Area do pico cromatogréfico; k= Fator de retenco;
N= Ndmero de pratos tedricos.
Fonte: autor, 2021



Tabela 22- Desenho experimental 3% Box-Behnken (27 condicdes com n = 3) para 0 BZTEMPOL e resultado médio para as respostas estudadas

Condicéo T (C) (mi'/‘;‘r’]‘ﬁ’q 5 FMB() tr (Min) Tt (UA) (Lﬁ) K N
1 25 03 30 9.32 117 202412 25 2022
2 25 05 30 5.82 116 355341 9 2035
3 25 07 30 431 117 261282 6 1910
4 25 03 40 201 124 593947 4 1727
5 25 05 40 182 130 361815 2 1603
6 25 07 40 133 131 250517 1 1419
7 25 03 50 132 142 609601 1 839
8 25 05 50 0.82 159 382380 0 781
9 25 07 50 0.60 154 272959 0 670
10 30 03 30 853 121 601432 13 2036
1 30 05 30 5,35 1,24 366931 8 2026
12 30 07 30 3,99 1,23 265132 6 1916
13 30 03 40 273 125 595546 4 1626
14 30 05 40 170 133 363827 2 1499
15 30 07 40 125 137 260133 1 1365
16 30 03 50 127 1,50 619119 1 779
17 30 05 50 079 158 376398 3 688
18 30 07 50 057 155 272473 3 619
19 35 03 30 7559 1.20 604907 20 2038
20 35 05 30 471 1.26 375507 20 2072
21 35 07 30 210 124 136010 6 1418,
22 35 03 40 251 122 592952 3 1612
23 35 05 40 155 1.28 360568 2 1498
24 35 07 40 114 132 257561 1 1412
25 35 03 50 111 144 464348 1 667
26 35 05 50 074 155 380956 0 645
27 35 07 50 055 156 271088 0 593

T = Temperatura; FMB = Fase Mdvel B; tr = Tempo de retencéo; Tr = Fator de cauda; A = Area do pico cromatogréfico; k= Fator de retenco;

N= Numero de pratos tedricos.

Fonte: autor, 2021
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Tabela 23- Desenho experimental 3% Box-Behnken (27 condicdes com n = 3) para 0 TSTEMPOL e resultado médio para as respostas estudadas

Condicéo T (C) (mi'/‘;‘r’]‘ﬁ’q 5 FMB() tr (Min) Tt (UA) (Lﬁ) K N
1 25 03 35 8.33 121 548353 3 2034
2 25 05 35 5,30 124 337897 8 2011
3 25 07 35 3.97 123 246826 6 1864
4 25 03 45 276 1.36 582762 4 1509
5 25 05 45 169 139 354015 2 1379
6 25 07 45 124 138 254969 1 1235
7 25 03 55 129 139 561933 1 828
8 25 05 55 079 1.45 338954 0 728
9 25 07 55 059 1,50 263911 0 618
10 30 03 35 7557 119 562995 12 2043
1 30 05 35 474 1,22 373508 7 2064
12 30 07 35 354 1,22 307411 5 1948
13 30 03 45 253 131 705692 3 1483
14 30 05 45 158 135 429117 2 1397
15 30 07 45 114 138 254732 1 1266
16 30 03 55 123 138 565677 1 787
17 30 05 55 076 145 352933 0 702
18 30 07 55 056 1,49 255548 0 619
19 35 0,3 35 6,91 1,17 575911 11 2107
20 35 05 35 466 121 427497 7 2072
21 35 07 35 318 118 316308 4 1997
22 35 0,3 45 2,08 1,28 525154 2 1418
23 35 05 45 153 131 432672 1 1363
24 35 07 45 108 133 312464 1 1238
25 35 03 55 117 134 730191 1 746
26 35 05 55 072 139 441275 0 664
27 35 07 55 073 139 443578 0 662

T = Temperatura; FMB = Fase Mdvel B; tr = Tempo de retencéo; Tr = Fator de cauda; A = Area do pico cromatogréfico; k= Fator de retenco;

N= NUmero de pratos tedricos.

Fonte: autor, 2021
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Para avaliar a influéncia dos fatores na corrida cromatografica, foram monitoradas
algumas respostas: tempo de retencéo, fator de retengdo, nimero de pratos tedricos, fator de
cauda e area. Os fatores foram codificados em nivel minimo (-1), ponto central (0) e maximo
(+1) e com os dados utilizados na tabela da analise fatorial foi possivel escolher 0 modelo
adequado para predizer a melhor condicéo cromatogréfica.

A escolha do modelo foi realizada pela anélise de Variancia (ANOVA) e as medidas de
correlagdo utilizadas para estima-lo foi o coeficiente de determinacdo (R?) e a soma de
quadrados do erro para cada resposta cromatografica avaliada. De forma que quanto mais
préximo o R? da unidade e menor a soma de quadrados do erro, maior seria a qualidade do
ajuste do modelo em questdo (CZYRSKI; SZNURA, 2019). As Tabelas 24 a 26 apresentam os

resultados da ANOVA para 0s nitroxidos estudados.

Tabela 24- Anova dos modelos para respostas cromatograficas do TEMPOL

Resposta Modelo Sem interacdo  Linear Quadratico
Tempo de retencédo R? 0,91738 0,98423 0,99881
Erro 1,56547 0,29877 0,02246
Fator de retencéo R? 0,94507 0,98883 0,99557
Erro 1,96750 0,39994 0,15878
NUmero de pratos tedricos R? 0,98205 0,98781 0,99476
Erro 69308 47071 20243
Area R? 0,93892 0,95869 0,9597
Erro 3,5x10° 24x10° 1,2x10°
Fator de cauda R? 0,69915 0,73952 0,86148
Erro 0,154182 0,133492  0,070988
Fonte: autor, 2021
Tabela 25- Anova dos modelos para respostas cromatograficas do BZTEMPOL
Resposta Modelo Sem interacao Linear Quadratico
Tempo de retengdo R? 0,91482 0,98775 0,99772
Erro 11,2657 1,6200 0,3813
Fator de retencao R? 0,91513 0,98798 0,94886
Erro 31,2135 4,4211 58,826
Numero de pratos tedricos R? 0,99523 0,99757 0,98646
Erro 37613 19157 10,4646
Area R? 0,89205 0,90892 0,89827
Erro 5,5 x 10% 4,7 x 10% 5,4 x 10%
Fator de cauda R? 0,96605 0,98681 0,99121
Erro 0,008584 0,003334 0,004825

Fonte: autor, 2021
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Tabela 26- Anova dos modelos para respostas cromatograficas do TSTEMPOL

Resposta Modelo Sem interacao Linear Quadratico
Tempo de retengio R? 0,91482 0,98775 0,99772
Erro 11,2657 1,6200 0,3813
Fator de retencédo R? 0,91513 0,98798 0,94886
Erro 31,2135 4,4211 58,826
NUmero de pratos tedricos R? 0,99523 0,99757 0,98646
Erro 37613 19157 10,4646
Area R? 0,89205 0,90892 0,89827
Erro 5,5 x 10% 4,7 x 10% 5,4 x 10%
Fator de cauda R? 0,96605 0,98681 0,99121
Erro 0,008584 0,003334 0,004825

Fonte: autor, 2021

Analisando as tabelas, pode-se observar que para todas as respostas cromatograficas
avaliadas parao TEMPOL, BZTEMPOL E TSTEMPOL o modelo mais adequado para predizer
a melhor condicdo de analise € o quadratico e, portanto, foi escolhido para elaboracdo dos
gréaficos de Pareto e de superficie de resposta que serdo apresentados no subtdpico abaixo. Esses
dados permitiram a interpretacdo de como cada fator influenciou em cada resposta, além de

evidenciar as regides que promovem acréscimo ou decréscimo da resposta.

5.10.1 Andlise da influéncia dos fatores através dos graficos de superficie de resposta e
Pareto para o TEMPOL

A. Analise da influéncia dos fatores através dos gréaficos de Pareto para o TEMPOL

O grafico de Pareto demonstra a influéncia estatisticamente significativa, Linear (L)
e/ou quadrética (Q), que cada variavel exerce na resposta avaliada (BARABADI et al., 2019)

A analise dos graficos de Pareto, presentes na figura 44, evidenciou que o tempo de
retencdo sofre influéncia significativa pelo fator Fluxo, sendo essa influéncia desempenhada
apenas de forma linear e, também, sofre influéncia do %FMB, porém de forma quadratica. Ja
o fator de retencéo, sofre influéncia linear apenas pelo fluxo. Quanto as varia¢gdes nos nimeros
de pratos teoricos, observa-se na figura 44 que majoritariamente a %FMB influencia nessa
resposta de forma quadratica, porém ha também, em propor¢cdes menores, a influéncia da
temperatura de maneira linear. Ja o parametro area, é influenciado exclusivamente pelo fator
fluxo de forma quadratica. Por fim, o parametro fator de cauda demonstrou serem influenciados
somente pelo fator temperatura de forma quadréatica e pelo fator %FMB de forma quadratica,

respectivamente.
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Figura 44- Gréficos de Pareto do TEMPOL referentes as respostas: A) tempo de retencédo, B) Fator de retencgéo,
C) Numero de pratos tedricos, D) Area, E) Fator de cauda. A linha vertical define 95% (p = 0,05) de intervalo de
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B. Andlise da influéncia dos fatores atraves dos graficos de superficie de resposta para o
TEMPOL

Os graficos de superficie de resposta demonstram como os fatores, estatisticamente
significativos de Pareto, influenciam nas respostas e quais as regides de combinacdes de fatores

sdo Gtimas para executar a analise (MOU et al., 2017).

a) Tempo de Retencdo

Nas andlises cromatograficas existe uma necessidade de corridas com menor tempo de
retencdo possivel, objetivando otimizagdo do tempo da anélise e menor consumo de solvente
(BULDUK, 2021). A Figura 45 evidenciou gue o fator fluxo exerceu maior influéncia sobre o
tempo de retencdo, onde ele diminui com o aumento do fluxo. Isso, porque a fase movel
contendo o analito, ira deslocar-se mais rapidamente pela coluna e consequentemente ird
diminuir sua interacdo, levando a tempos de retencdo mais baixos. A proporcéo de solvente
organico também influenciou de maneira inversamente proporcional, ou seja, quanto menor o
%FMB maior o tempo de retencdo do TEMPOL, ja que a concentracdo de fase movel promove

alteragBes termodinamicas no sistema responsavel pela retengdo do analito.
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Figura 45- Gréficos de superficie de resposta para TEMPOL. Resposta: Tempo de retencdo; Fatores: A) %FMB e
Fluxo, B) %FMB e Temperatura, C) Fluxo e Temperatura.
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Fonte: autor, 2021

b) Fator de retencdo

Outro fator que se correlaciona diretamente com o tempo da andlise € o fator de retencéo.
Essa resposta demonstra a capacidade da coluna de reter o soluto durante a corrida, logo quanto
maior o fator capacidade, maior sera o tempo de retencdo e consequentemente maior o tempo
da andlise e maior sera o gasto de solventes (MOLDOVEANU; DAVID, 2013). A Figura 46
indica que o fluxo desempenha maior influéncia sobre o fator de retengéo, onde o aumento do
fluxo provoca reducdo do fator de retencdo. Também fica evidente que 0 %FMB provoca um

efeito negativo na resposta, ja que sua redugdo prova um aumento no fator de retencéo.



Figura 46- Gréafico de superficie de resposta para TEMPOL. Resposta: Fator de retencdo; Fatores: %FMB e

Fluxo
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A separacdo e identificacdo de forma mais eficiente dos analitos esta diretamente

associada com o numero de pratos tedricos da coluna cromatografica, onde colunas com
nameros elevados de pratos sdo mais eficientes e originam picos considerados ideais:
gaussianos (PETERSSON et al., 2011). A Figura 47 mostra que o fator %FMB desempenhou
maior influéncia sobre nimero de pratos teéricos, onde ele aumenta com a reducéo do %FMB.
A mesma observacéo foi feita no gréafico de Pareto. Como menores %FMB provocam reducéo

na forca de eluicdo, possibilita, portanto, maior tempo de interagdo do analito com a fase

estacionaria e como consequéncia maior nimero de pratos teoricos.

Figura 47- Gréficos de superficie de resposta para TEMPOL. Resposta: nimero de pratos teoricos; Fatores: A)

%FMB e Fluxo, B) %FMB e Temperatura
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d) Area

O gréfico de superficie de resposta para a resposta &rea do pico cromatografico (Figura
48) evidencia que a diminui¢do do fluxo tende a promover um aumento nos valores de area
evidenciando um alargamento do pico. Os valores da area tornam-se relevantes, pois é partir

dela que ocorre a quantificacdo do analito no método final.

Figura 48- Grafico de superficie de resposta para TEMPOL. Resposta: Area; Fatores: %FMB e Temperatura
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Fonte: autor, 2021

e) Fator de cauda

Avaliar o fator de cauda durante o desenvolvimento de um método cromatogréafico é de
fundamental importancia, tendo em vista que, picos caudados prejudicam a integracdo e
consequentemente afetam a quantificacdo do analito em questdo (AZEVEDO et al., 2017). A
figura 49 indica que a temperatura desempenha maior influéncia sobre o fator de cauda, onde
os valores extremos (temperaturas mais baixas e mais altas) provoca reducgéo do fator de cauda.
No gréfico de superficie de resposta também fica evidente que valores mais baixos de %FMB

provocam uma redugdo no fator de cauda.
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Figura 49- Gréafico de superficie de resposta para TEMPOL. Resposta: Fator de cauda; Fatores: A) %FMB e

Temperatura

Fonte: autor, 2021

5.10.2 Andlise da influéncia dos fatores através dos graficos de superficie de resposta e
Pareto para o BZTEMPOL

A. Analise da influéncia dos fatores através dos gréaficos de Pareto para o BZTEMPOL

O gréfico de Pareto para 0 BZTEMPOL (Figura 50) mostra que para o tempo de
retencdo, a variavel de maior efeito nos resultados avaliados foi o fluxo que, influenciou tanto
de forma linear quanto quadratica, seguido do %FMB, de forma quadratica. Interacdes de
segunda ordem entre: %FMB (linear) e temperatura (linear) e, %FMB (linear) e fluxo
(quadratico) também exerceram influéncia no tempo de retencdo. A interacdo de segunda ordem
fluxo (linear) e %FMB (quadratico) representa o principal efeito de significancia estatistica para
o fator de retencdo. O %FMB também exerceu influéncia de primeira ordem no modo
quadratico. Quanto a resposta numero de pratos tedricos, houve influéncia apenas do %FMB
de forma quadratica. Para area, apenas o efeito da interagdo entre temperatura (linear) e %FMB
(linear) houve relevancia significativa. Por fim, o fator de cauda, que também sofreu influéncia

apenas de segunda ordem, porém exercida entre %FMB e fluxo.
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Figura 50- Gréficos de Pareto do BZTEMPOL referentes as respostas: A) tempo de retencéo, B) Fator de retencdo,
C) Numero de pratos tedricos, D) Area, E) Fator de cauda. A linha vertical define 95% (p = 0,05) de intervalo de
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B. Andlise da influéncia dos fatores atraves dos graficos de superficie de resposta para o
BZTEMPOL

a) Tempo de retengéo

A Figura 51 indica que o fator %FMB desempenha maior influéncia sobre o tempo de
retencdo, onde ele aumenta com a reducédo do %FMB. Como o0 BZTEMPOL necessita de um
maior percentual de fase organica para ser eluido, esse resultado era esperado, j& que a reducédo
da concentracéo do solvente organico provoca alteragdo no sistema responsavel pela retencao
do analito e consequentemente diminuic¢do da forca de eluicdo, aumentando assim o tempo de
retencdo do analito. Outro fator que influenciou, em menor proporcdo, foi o fluxo onde o

aumento do tempo de retencéo é favorecido pela reducédo do fluxo.

Figura 51-Gréficos de superficie de resposta para BZTEMPOL. Resposta: Tempo de retencgdo; Fatores: A) %FMB
e Fluxo, B) %FMB e Temperatura
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Fonte: autor, 2021

b) Fator de retencdo

A Figura 52 apresenta os graficos superficie resposta para a resposta fator de retengéo e
indica que o %FMB desempenha maior influéncia sobre o fator de reten¢do, onde o aumento
do %FMB provoca reducdo do fator de retencdo. Outro fator relevante foi o fluxo onde o

aumento dessa varidvel prova uma diminuicdo na resposta avaliada.
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Figura 52- Gréaficos de superficie de resposta para BZTEMPOL. Resposta: Fator de retencdo; Fatores: A) %FMB
e Fluxo
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Fonte: autor, 2021
c) NUmero de pratos tedricos

A Figura 53 indica que apenas o fator %FMB desempenhou influéncia sobre o nimero
de pratos teéricos, onde o0 aumento da %FMB provoca reducdo no nimero de pratos tedricos,

ja que quanto maior a forca eluotropica do sistema, menor sera a interacdo do analito com a
coluna e consequente menor seré a eficiéncia dessa corrida cromatografica.

Figura 53- Graficos de superficie de resposta para BZTEMPOL. Resposta: Numero de pratos tedricos; Fatores:
A) %FMB e Temperatura
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Fonte: autor, 2021
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d) Fator de cauda

O grafico de superficie de resposta (Figura 54) evidencia que em condi¢6es onde o fluxo

€ menor e com baixos valores de %FMB, ocorre uma reducéo no fator de cauda.

Figura 54- Gréaficos de superficie resposta para BZTEMPOL. Resposta: Fator de cauda; Fatores: A) %FMB e

Fluxo

16

B < 1,525
[1<1.425
B < 1,325
B < 1.225

Fonte: autor, 2021

e) Area

Para &rea (Figura 55), apenas o efeito da interacdo entre temperatura (linear) e %FMB
(linear) afetou de forma significativa, de forma que quando maior essas variaveis, maior sera

essa resposta.

Figura 55- Graficos de superficie resposta para BZTEMPOL. Resposta: Area; Fatores: A) %FMB e Temperatura
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5.10.3 Andlise da influéncia dos fatores através dos graficos de superficie de resposta e
Pareto PARA O TSTEMPOL

A. Analise da influéncia dos fatores atraves dos graficos de Pareto para o TSTEMPOL

O gréfico de Pareto para o TSTEMPOL (Figura 56) mostra que os fatores que
influenciaram significativamente o tempo de retencdo e fator de retencdo foram os mesmos,
sendo o fluxo a variavel de maior efeito nos resultados avaliados, seguido da interacdo de
segunda ordem entre o fluxo (linear) e %FMB (linear) e Temperatura (linear) com Fluxo
(linear) e %FMB (LINEAR). Para a resposta nimero de pratos teoricos, o fluxo influenciou de
maneira tanto linear quanto quadratica. Também houve interacGes de segunda ordem, tais
como: fluxo (linear) com %FBM (quadratica) e temperatura (linear) com %FMB (quadratica).
Ja a éarea sofreu influéncia da temperatura de forma linear e de segunda ordem com a
temperatura linear com a fase moével organica de forma quadratica. Por Gltimo, o fator de cauda
que sofreu influéncia apenas de primeira ordem das variaveis temperatura, %FMB e Fluxo de

forma linear, quadratica e quadratica, respectivamente.



102

Figura 56- Gréficos de Pareto do TSTEMPOL referentes as respostas: A) tempo de retencédo, B) Fator de retengdo,
C) Numero de pratos tedricos, D) Area, E) Fator de cauda. A linha vertical define 95% (p = 0,05) de intervalo de
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B. Andlise da influéncia dos fatores atraves dos graficos de superficie de resposta para o
TSTEMPOL

a) Tempo de retengéo

A Figura 57 indica que o fator fluxo representa maior influéncia sobre o tempo de
retencdo, onde menores fluxos levam a maiores tempos. J& 0 %FMB desempenhou menor

influéncia, onde o tempo de retencdo aumenta com a reducéo da %FMB.

Figura 57- Gréficos de superficie de resposta TSTEMPOL. Resposta: Tempo de retencéo; Fatores: A) %FMB e
Fluxo, B) Fluxo e Temperatura, %FMB e Temperatura
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Fonte: autor, 2021

b) Fator de retengéo

A Figura 58 apresenta os graficos superficie resposta para a resposta fator de retencéo e
indica que o fluxo desempenha maior influéncia sobre o fator de retengéo, onde o aumento do
fluxo provoca redugéo do fator de retengéo. Outro fator relevante foi 0 %FMB onde a redugéo
dessa variavel também prova uma reducdo na resposta avaliada, j& que com concentracGes
menores de fase organica, gera uma maior interacdo com a fase estacionaria e

consequentemente uma maior retencao.
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Figura 58- Gréaficos de superficie de resposta TSTEMPOL. Resposta: Fator de retencéo; Fatores: A) %FMB e
Fluxo, B) Fluxo e Temperatura, C) %FMB e Temperatura
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Fonte: autor, 2021

c) Numero de pratos teéricos

A Figura 59 mostra que o fator fluxo desempenhou maior influéncia sobre nimero de
pratos tedricos, onde ele aumenta com a reducdo do fluxo. Essa mesma observacdo foi feita no

gréfico de Pareto. Também pode-se observar que valores baixos de %FMB aumenta o nimero
de pratos teoricos.

Figura 59- Gréaficos de superficie de resposta TSTEMPOL. Resposta: nimero de pratos teéricos; Fatores: A) Fluxo
e Temperatura, B) %FMB e Temperatura
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d) Fator de cauda

O gréfico de superficie de resposta (Figura 60) indica que em fluxos maiores ocorre um
aumento no fator de cauda. Além disso, nota-se um aumento no fator de cauda quando ocorre

um aumento na proporcao de fase organica na fase movel.

Figura 60- Graficos de superficie de resposta TSTEMPOL. Resposta: Fator de cauda; Fatores: A) %FMB e Fluxo,
B) Fluxo e Temperatura, C) %FMB e Temperatura
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Fonte: autor, 2021

e) Area

E apresentado, na Figura 61 apresenta, o grafico superficie resposta para a resposta area
do pico do TSTEMPOL em funcéo dos fatores estaticamente significativo. Para area, apenas o

efeito da temperatura houve relevancia, onde a area aumenta com o aumento desse fator.
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Figura 61- Grafico de superficie de resposta TSTEMPOL. Resposta: Area; Fatores: %FMB e Temperatura
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5.10.4 Desejabilidade

Apds analisar os graficos de superficie de resposta e Pareto para cada nitréxido, foi
definido os valores, para cada variavel experimental (fatores), de forma a otimizar uma ou mais
respostas, mantendo-as em faixas desejaveis. Esse procedimento foi feito atraves da funcédo
desejabilidade, presente no software Statistica® e proposta por Derringer e R. Suich (1980).
Inicialmente cada resposta individual é convertida em uma funcéo individual de desejabilidade,
em uma escala que varia entre 0 < d < 1, onde valores proximos de 0 sdo inaceitaveis e valores
proximos de 1 sdo mais desejaveis. Posteriormente, foi calculada a desejabilidade geral (D) em
funcdo da média geométrica das desejabilidades individuais para cada resposta. Dessa forma,
as variaveis independentes sdo escolhidas de modo a maximizar a desejabilidade global e para
esse estudo, foi estabelecido que valores menores de tempo de retencdo e fator de retencdo sdo
mais desejaveis, uma vez que implicam em menor tempo de analise e menor gasto de solvente.
Jé& para o parametro nimero de pratos tedricos ficou determinado que valores maiores sdo mais
desejados, j& que um maior numero de pratos tedricos implica em uma maior eficiéncia de
separacao.

As melhores condigdes experimentais para 0 TEMPOL, BZTEMPOL e TSTEMPOL
encontram-se respectivamente nas Tabelas 25, 26 e 27 e os cromatogramas obtidos
experimentalmente, referentes a cada condicdo otimizada, encontram-se nas Figuras 62, 63 e
64.
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Tabela 27- Melhor condicdo experimental: TEMPOL

Parametros Condicdes
Fase estacionaria C18 (30 mm de comprimento x 2,0
mm de diametro interno; e tamanho
de particula de 2,2 um)

Fase movel 5% Acetonitrila e 95% agua
Concentragéo da amostra 100 ppm

Fluxo (mL.min™t) 0,3

Volume de injeg@o(uL) 2

Comprimento de onda (nm) 240

Temperatura 35°C

Fonte: autor, 2021

Figura 62- Cromatograma referente a melhor condig¢do experimental: TEMPOL
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Fonte: autor, 2021

Tabela 28- Melhor condicéo experimental: BZTEMPOL

Parametros Condicdes
Fase estacionaria C18 (30 mm de comprimento x
2,0 mm de didmetro interno; e
tamanho de particula de 2,2 pm)

Fase mdvel 35% Acetonitrila e 65% agua
Concentracdo da amostra 100 ppm

Fluxo (mL.min™) 0,3

Volume de injecéo (uL) 2

Comprimento de onda (hm) 258

Temperatura 25°C

Fonte: autor, 2021
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Figura 63- Cromatograma referente a melhor condicdo experimental: BZTEMPOL
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Fonte: autor, 2021

Tabela 29- Melhor condicéo experimental: TSTEMPOL

Pardmetros Condicoes
Fase estacionaria C18 (30 mm de comprimento x 2,0
mm de didmetro interno; e
tamanho de particula de 2,2 um)

Fase movel 40% Acetonitrila e 60% Agua
Concentracdo da amostra 100 ppm

Fluxo (mL.mint) 0,3

Volume de injecdo (uL) 1

Comprimento de onda (nm) 240

Temperatura 32,5°C

Fonte: autor, 2021
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Figura 64- Cromatograma referente a melhor condicdo experimental: TSTEMPOL
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5.11 ESTUDO DE DEGRADACAO FORCADA EM SOLUCAO PARA 0OS NITROXIDOS

Ap0s o desenvolvimento e otimizacdo do método cromatografico, é necessario realizar
estudos de degradacéo forcada, para sé entdo valida-lo como método indicativo de estabilidade
com especificidade e seletividade adequada. No estudo de degradacdo forcada em solucédo é
utilizado diferentes condicdes de estresse, como: luz, temperatura, hidrélise acida/ béasica e
oxidacdo. Além disso os resultados alcancados sdo Uteis na identificacdo da suscetibilidade dos
nitréxidos frente as diferentes condi¢des de estresse avaliadas.

De acordo com a RDC 53 de 2015 a degradacdo deve ser extensa o suficiente para
permitir que seja avaliado a formacgdo de produtos de degradacdo, sendo superior a 10% e
inferior aquela que levaria a degradacdo completa da amostra ja que isso comprometeria a
analise (ANVISA, 2015). Nesse estudo de degradacdo forcada foram avaliados o TEMPOL e
0 BZTEMPOL em um periodo de 24 horas, com intervalo de 3h para avaliacdo das amostras

expostas as condigdes de estresse.

5.11.1 Degradacéo &cida, bésica e oxidativa do TEMPOL

A partir da andlise dos dados de percentagem remanescente de TEMPOL, presentes na
Figura 65, € possivel observar que o TEMPOL foi susceptivel apenas a degradacéao acida (12%
de decaimento ap0s 12h), ndo sendo verificado degradacéo superior a 10% para as condic¢des

basica e oxidativa em 24h.



Figura 65 — Percentagem remanescente de TEMPOL para as condi¢des acida, basica e oxidativa.
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Apos as consideracdes em relacdo a percentagem remanescente de TEMPOL também

foram avaliados os cromatogramas referentes a cada degradacdo. A Figura 66 apresenta todos

0s cromatogramas para degradacdo &cida nos diferentes tempos de coleta.
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Figura 66 —Sobreposicdo dos cromatogramas do TEMPOL para o intervalo de 24 horas de degradacéo acida.
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Com intuito determinar o perfil cromatografico do TEMPOL quando em contato com o
agente estressor, o tempo 0 foi utilizado como referéncia para avaliar as demais corridas
cromatograficas. Sendo assim, fica evidente que ap6s 6 horas o pico caracteristico da
substancia passou a sofrer mudancas em sua conformacao, e essas aumentaram ao longo do
tempo. Porém, apesar da degradacao significativa (10-30%) apds 12 horas, ndo foi visualizado
nenhum outro pico referente a possivel impureza ou produtos de degradacdo, apenas o
caracteristico do nitroxido, até o fim da anélise.

Esse decaimento do TEMPOL em condi¢6es acidas pode ser explicado por uma reacdo
conhecida por despropor¢cdo TEMPO que é catalisada em meios acidos. Derivados do TEMPO,
como € o caso do TEMPOL, podem ser protonados em &cidos originando uma desproporcao
em duas formas: a hidroxilamina correspondente e o sal de N-oxoamonio (MA, 2010) (figura
67).
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Figura 67- Desproporcionamento do TEMPOL catalisado por acido e oxidacdo de TEMPOL em 4-oxo-TEMPO
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Fonte: adaptado de MA,2010

Como ilustrado na figura 67 o cation N-oxoamonio por ser um potente oxidante, oxida
o TEMPOL originando a forma 4-OXO-TEMPO e dessa forma surge uma mistura das duas
formas no sistema. E, caso a taxa da desproporcédo entre TEMPOL e 0 4-OXO-TEMPO seja
significativamente irrelevante torna dificil a visualizacdo no cromatograma na forma de outro
pico cromatografico, ja que essas formas estdo em equilibrio quimico.

Em relacdo a hidrdlise basica podemos observar que ocorreram mudancas no perfil do
pico cromatografico durante as 24 horas (Figura 68), porém nenhum pico adicional foi
evidenciado. Além disso, a degradacdo do TEMPOL foi inferior ao limite minimo estabelecido
pela ANVISA de 10% (Figura 65).
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Figura 68- Sobreposicdo dos cromatogramas do TEMPOL para o intervalo de 24 horas de degradacéo basica.
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Fonte: autor, 2021

A desproporcdo oxidativa dos nitréxidos também ocorre em meio alcalino originando
seus intermediarios de oxoamonio, porém segundo Nilsen e Braslau (2005) o TEMPOL néo
deve usado em condicdes alcalinas, pois diferentemente do que acontece em meio éacido, o
TEMPOL é oxidado diretamente em 4-OXO-TEMPO ficando desproporcional ao sal
oxoaménio correspondente a esse nitroxido, originando compostos nitrosos que sofrem
decomposicdo (Figura 69). Como ndo atingiu o limite minimo de 10%, sugere-se prolongar

tempo de exposicdo ou aumentar a concentragdo para a condigdo com NaOH e observar seu
comportamento.

Figura 69- Degradacdo do TEMPOL pela via do 4-OXO-TEMPO oxamonio.
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Fonte: adaptado de Nilsen e Braslau, 2005
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Em relacéo a deformacéo do pico do analito de interesse nos resultados cromatogréaficos
para ambas hidrdlises, fica evidente que houve formacéo de um produto de degradagdo com
polaridade semelhante ao da substancia estudada. A caracterizacdo desse produto esta fora do
escopo desse trabalho e exige uma combinacdo de técnicas e metodologias diversas, sendo,

portanto, alvo para futuros estudos.

Os nitréxido séo antioxidantes multifuncionais e por essa razdo o TEMPOL quando em
contato com o peroxido de hidrogénio apresentou relativa estabilidade, aléem disso 0 mesmo €
preparado por oxidacdo de 2,2,6,6-tetrametilpiperidina com peroxido de hidrogénio
(MA,2010). Podemos observar nos cromatogramas do periodo avaliado (Figura 70) que houve
uma mudanga na conformacdo do pico da substancia de interesse, sugestivo de surgimento de
novos picos, poréem e também ndo ocorreu degradacdo com o valor minimo preconizado pela
ANVISA del0%.

Figura 70- Sobreposicdo dos cromatogramas do TEMPOL para o intervalo de 24 horas de degradacéo oxidativa
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Fonte: autor, 2021

5.11.2 Degradacéo fotolitica para o TEMPOL

A degradacéo fotolitica (Figura 71) para 0 TEMPOL foi superior a 10% ap6s 9 horas de

exposicdo na camara de fotoestabilidade. Isso corrobora com a informagdo de que agentes
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antioxidantes geralmente apresentam sensibilidade a luz e como consequéncia apresentam
problemas relacionados a sua bioatividade, distribui¢do e biodisponibilidade (PUCEK et al.,
2020). Por essa razdo existe a necessidade estudar a estabilidade do ativo em condi¢cbes

fotoliticas para garantir sua eficacia em possiveis formulacdes

Figura 71 — Percentagem remanescente de TEMPOL para a condicdo fotolitica
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No caso especifico de nitréxidos, estudos apontam dois padrdes de reatividade quando
sdo fotoquimicamente excitados. Um dos padrdes trata-se da clivagem de uma das ligacdes C-
N e o outro da abstracao de hidrogénio por um nitroxido fotoexcitado. (JOHNSTON; TENCER;
SCAIANO, 1986). Para 0 TEMPOL o mecanismo observado foi o segundo: abstracdo de
hidrogénio.

Assim como nas outras condigdes de degradagdo, ndo houve aparecimento de nenhum
produto de degradacao, apenas reducéo da area do pico referente a substancia estudada como
pode ser visualizado na figura 72.
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Figura 72- Sobreposicdo dos cromatogramas do TEMPOL para o intervalo de 24 horas de degradacéo fotolitica
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5.11.3 Degradacéo acida, basica e oxidativa para o BZTEMPOL

O BZTEMPOL apresentou comportamento semelhante ao TEMPOL para todos 0s
ensaios de degradacdo forcada. Essa similaridade ja era esperada uma vez que essa substancia
apresenta 0s mesmos pontos disponiveis para sofrer o desproporcionamento discutido no topico
anterior.

Dessa forma, ao avaliarmos os resultados referentes a percentagem remanescente de
BZTEMPOL (Figura 73) observamos que apenas a degradacdo acida obteve um resultado
dentro dos limites exigido pela ANVISA, apresentando uma reducdo de 12% na area do pico

apos 15 horas de teste.
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Figura 73 — Percentagem remanescente de BZTEMPOL para as condic¢des acida, basica e oxidativa.
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Os cromatogramas obtidos para cada condicdo de degradacdo e nos diferentes tempos

de coleta podem ser visualizados na figura 74.
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Figura 74 —Sobreposicdo dos cromatogramas do BZTEMPOL para o intervalo de 24 horas de degradacdo acida

(A), bésica (B) e oxidativa (C).
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Para o estudo de degradacao forcada em meio acido o BZTEMPOL foi exposto a uma
solucdo de HCI 0,1 M por 24 horas. Apds 16 horas foi possivel observar reducéo da area sob o

pico do ativo, porém ndo houve surgimento de produtos de degradacdo durante todo o intervalo

do teste.
Da mesma forma, para o teste na condic¢do basica e oxidativa, 0o BZTEMPOL foi exposto

por 24 horas a uma solucdo de NaOH 0,1 M e uma soluc¢éo de perdxido de hidrogénio a 10%,
respectivamente. No entanto, para ambas as situacdes, ndo houve degradacéo significativa ou
surgimento de novos picos, além disso ndo ocorreu alteracdo significativas no pico do
BZTEMPOL e por essa razdo, para essas condicdes, o farmaco foi considerado estavel. E

necessario aplicar condigbes mais severas ou prolongar o tempo de exposi¢do para confirmar

sua estabilidade.

5.11.4 Degradacéo fotolitica para 0o BZTEMPOL

A degradacéo fotolitica (Figura 75) para 0 BZTEMPOL foi superior a 10% ap0ds 15

horas de exposi¢do na cdmara de fotoestabilidade.
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Figura 75 — Percentagem remanescente de BZTEMPOL para a condicdo fotolitica
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Como o BZTEMPOL é um alquilnitroxido derivado do TEMPO (2,2,6,6-
tetrametilpiperidina-1-oxil) apresenta a mesma caracteristica citada no tépico anterior, de
abstrair atomos de hidrogénio quando fotoexcitados e como consequéncia houve reducdo da
area do pico cromatografico.

Quanto aos resultados obtidos nos cromatogramas fica evidente que apesar da reducédo
da area do pico do BZTEMPOL, ndo houve aparecimento de nenhum produto de degradacéo
ou modificagéo (Figura 76).
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Figura 76- Sobreposicdo dos cromatogramas do BZTEMPOL para o intervalo de 24 horas de degradacdo oxidativa
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6. CONCLUSOES

Foi possivel caracterizar os nitroxidos, TEMPOL, BZTEMPOL e TSTEMPOL, através das

técnicas utilizadas.

©)

Parametros fisico-quimicos para os nitroxidos TEMPOL, BZTEMPOL e TSTEMPOL
foram determinados in silico;

O grau de pureza do TEMPOL, BZTEMPOL e TSTEMPOL foi determinado por
UHPLC-DAD e UHPLC-MS-MS e todos apresentaram valores de pureza satisfatorios;
O perfil de fragmentacéo para os nitroxidos através das analises UHPLC-MS-MS foram
determinados e confirmaram suas identidades.

A caracterizagdo por DRX, revelou que o TEMPOL possui maior grau cristalinidade do
que 0 BZTEMPOL e TSTEMPOL.

As analises por FTIR confirmaram a identidade dos grupos funcionais dos compostos
ao apresentaram as respectivas bandas vibracionais carateristicas.

As andlises por EPR comprovaram a natureza radicalar das substancias estudadas, além
de evidenciar que o TEMPOL, possui maior capacidade antioxidante.

Os dados térmicos determinados neste estudo possibilitaram caracterizar e determinar a
estabilidade térmica do TEMPOL, BZTEMPOL e TSTEMPOL, e as transi¢des de fases

que permitem caracterizar os nitréxidos.

Um método de quantificacdo por cromatografia foi desenvolvido para analise de cada um

dos nitréxidos a partir da utilizacdo de DOE e planejamento Box Behken, com confirmacao

da resposta das condicdes de desejabilidade encontradas.

o

o

Anélises exploratérias iniciais e a caracterizacdo molecular e fisico quimica dos
nitroxidos nortearam o desenvolvimento do método;

O planejamento fatorial experimental multivariado foi utilizado para determinar a
desejabilidade e uma condicao Otima para a analise desses compostos por UHPLC foi

encontrada;

O estudo de degradacéo forcada para os nitroxidos TEMPOL e BZTEMPOL mostrou que

estas substancias sdo susceptiveis a degradagédo acida (HCL 0,1 M) e a fotodegradacdo para

o intervalo de 24 horas. Ja para a degradacdo alcalina (NaOH 0,1 M) e oxidativa (H202 &

10%) € necessario aumentar o tempo de exposi¢do ou a condi¢do de estresse em futuros

projetos, com objetivo de avaliar a extensdo da degradacao.
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