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Resumo. Este artigo apresenta uma metodologia para a quantificacdo das substancias
presentes na reacdo de esterificacdo do salicilato de metila, empregando a espectroscopia do
infravermelho proximo (NIRS). Atualmente, é muito utilizada a cromatografia para a analise
de amostra, que possui uma demanda de aproximadamente 22,5 min para cada analise. Com
0 uso do NIR esse tempo pode ser reduzido para entorno de 30 s. O artigo desenvolve um
modelo de calibracdo para o acido salicilico e outro para o salicilato de metila, utilizando um
cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC) como método primario (utilizado para a
calibragdo do modelo no NIR). Foi obtido para os métodos primarios do acido salicilico e do
salicilato de metila coeficientes de correlacéo de 1,00 e 0,987, respectivamente; para o método
no NIR, foi obtido para o acido salicilico e salicilato de metila um coeficiente de correlacéo de
0,999 e 1,00, respectivamente. O método ndo conseguiu identificar as concentracGes das
substancias quando estdo em mistura, porém, foi possivel quantificar as substancias quando
estdo apenas em presenca de acetonitrila.

Introducéo

As ligacbes covalentes em moléculas vibram constantemente. Elas possuem
movimentos tanto axiais como angulares. As deformacdes axiais ocorrem na linha de sua
ligacdo, podendo comprimir ou esticar a ligacdo, enquanto as deformacdes angulares ocorrem
em moléculas que possuem trés ou mais atomos. (Bruice, 2006)

A energia associada a cada vibracao das ligacGes é quantizada e apenas alguns estados
energeéticos sdo permitidos a molécula. Para a molécula absorver radiacdo do infravermelho a
ligacdo precisa ser polar e a energia transferida precisa gerar uma variagdo do momento de
dipolo local na ligagdo da molécula. (Brown & Foote, 1998)

A espectroscopia € o ramo da ciéncia que utiliza o0 método analitico para estudar as
interacdes entre as moléculas e a radiacdo. A analise pode ser feita a partir de um espectrometro,
que utiliza o comprimento de onda emitida para analisar uma amostra. O espectro
eletromagnético se estende por uma larga faixa de energia, possibilitando inimeras formas de
interacdo da radiagdo com a molécula, uma dessas formas esta relacionada a absorcéo da
radiacdo pela molécula em uma determinada frequéncia (Tibola, 2018).

Existem diversos tipos de radiacdes utilizadas para a analise de uma molécula, essas
radiagdes podem ser divididas pelos seus numeros de onda que representa onde que essa
radiacdo pode ser visualizada. A regido do infravermelho que se situa entre 0s numeros de onda
10000-4000 cm é conhecida como regido do infravermelho proximo (NIR), que em conjunto
com a quimiometria tem sido reconhecida como uma técnica analitica muito promissora para a
obtencdo e analise de espectros de absorbancia.

A quimiometria é definida como a ciéncia que relaciona medicdes feitas em um processo
quimico com o estado do sistema por meio de aplicacbes de métodos matematicos e/ou
estatisticos (IUPAC — International Union of Pure and Applied Chemistry). Existem diversos
métodos quimiométricos, um deles é a calibracdo multivariada, os principais métodos desta
calibracdo sdo: regressdo em componentes principais (PCR), regressdo linear multipla (RLM)
e minimos quadrados parciais (PLS).



A regressdo por minimos quadrados parciais (PLS) € um metodo de calibracdo
multivariada que utiliza a técnica de analise de componentes principais para a reducdo da
dimensionalidade do conjunto de dados para posterior correlacéo entre os espectros (matriz X)
e as propriedades de interesse (matriz Y). Quando existe apenas uma propriedade em estudo, y
€ um vetor e, neste caso, 0 método é denominado PLS 1. A propriedade de interesse muitas
vezes é a concentracdo de um analito, porém néo se limitada somente a esta, podendo até mesmo
abranger propriedades fisico-quimicas, tais como densidade e viscosidade, as quais sd@o
relacionadas a composigéo da amostra. (Souza, 2013).

A reacdo de formacdo do salicilato de metila consiste em uma reacao de esterificacao
que tem como reagentes o &cido salicilico e 0 metanol e como catalisador o acido sulfdrico. O
salicilato de metila € um composto quimico muito utilizado pela industria farmacéutica
(composto utilizado na formulacéo do Gelol).

Para um bom modelo de calibracéo, ¢ interessante 0 uso de um método primario como
assisténcia para o método principal. O método primario é utilizado como um método de
validacao para os dados obtidos no trabalho. Neste caso, foi utilizado o cromatografo liquido
de alta eficiéncia (HPLC), que junto com uma fase mdvel adequada, realiza a separacdo dos
componentes em uma amostra, sendo entdo, um método primario muito confiavel para a
presente pesquisa.

Portanto, a presente pesquisa tem como objetivo realizar uma curva de calibracéo para
a reacdo de formacéo do salicilato de metila, utilizando um espectrofotdmetro do infravermelho
préximo (NIR) como método principal e utilizando um cromatografo liquido de alta eficiéncia
(HPLC) como método priméario. Ainda, a presente pesquisa tem como objetivo otimizar o
tempo de andlise de amostras da reacdo de formacdo do salicilato de metila, substituindo o
HPLC pelo NIR, com isso, é esperado uma reducdo de tempo de analise de amostras de
aproximadamente 30 min para 30 s.

Material e Métodos
Materiais

Foi utilizado um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC) Agilent Technologies
1260 Infinity (Figura 1), com descri¢do apresentada na tabela 1 e um espectrofotdmetro do
infravermelho proximo (NIR) Thermo Scientific modelo Nicolet iSSN FT-NIR com o acessorio

Thermo Fisher iD1 Transmission (Figura 2), com descri¢ao apresentada na tabela 2.

Tabela 1 — Descricdo dos parametros do HPLC

Modelo da coluna Varian C18
Tamanho da coluna 25cm
Fase da coluna Reversa
Fase movel Acetonitrila
Temperatura da coluna 20 °C
Volume de amostra injetada 2 uL
Comprimento de onda 305,4 nm
Software de aquisi¢ao/tratamento dos Open Lab (VA.01.03)
espectros

Tabela 2 — Descri¢do dos parametros do NIR

Numero de Scans 32
Formato Final Absorbancia
Resolucéo 8
Software de aquisicdo dos espectros OMINIC™ (Thermo Fischer Scientific)

Software de analise estatistica TQ Analyst
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(1) Compartimento para amostras; (2) coluna; (3) frascos com solugdes de limpeza e
fase movel

Figura 2 — Espectrofotometro Nicolet iISSN FT-NIR

(2) Espectrémetro Nicolet iIS5N FT-NIR; (2) acessério iD1 Transmission

As substancias utilizadas para a pesquisa foram o salicilato de metila, o &cido salicilico,
a acetonitrila, o metanol e o acido sulfurico. Foi utilizado o salicilato de metila fornecido pela
empresa Merck com concentracdo de 99 %, o &cido salicilico foi utilizado da empresa Synth
com concentracdo de 99 %, a acetonitrila foi utilizada da empresa Sigma-Aldrich com
concentragéo de 99,9 %, o metanol com concentracdo 99,99 % fornecido pela empresa Merck
e 0 acido sulfurico da empresa Synth com concentragao 98 %.

Para as curvas de calibracdo, foram utilizados os seguintes equipamentos: uma balanca
analitica da marca Shimadzu, baldes volumétricos de 10 ml, pipetas Pasteur de vidro, béqueres
de vidro de tamanhos variados e espatulas de tamanho pequeno e grande.

Para o acido salicilico, foi preparada uma curva de calibracdo utilizando solu¢des com
diferentes concentragdes representados pela tabela 3. As solucbes preparadas também foram
diluidas para utilizacdo na curva de calibracdo no HPLC, que apresenta uma sensibilidade muito
alta, entdo deve-se usar baixas concentragdes.

Tambem foi feito um modelo de calibracéo para o NIR para o salicilato de metila, sendo
0s pontos da curva representadas pela tabela 4, utilizando baldes volumétricos de 25 ml. Estes



pontos sdo diluidos para concentracfes 10 vezes menor para a curva de calibracdo no HPLC.
As curvas de calibragdo do &cido salicilico e do salicilato de metila foram avolumadas com
acetonitrila, que € a fase movel utilizada no HPLC, o uso da acetonitrila se fez necessarios pois
0s compostos ndo sdo sollveis em &gua.

Tabela 3 — Massa utilizada para a curva de calibracdo do &cido Salicilico

Ponto | Acido Salicilico (g) | Concentragdo | Acido Salicilico (g) | Concentragio (%)
(Concentrado) (%) (Diluido)
0 0,000 0,000 0,000 0,000
1 0,101 1,01 0,0101 0,101
2 0,201 2,01 0,0200 0,200
3 0,300 3,00 0,0300 0,300
4 0,401 4,01 0,0402 0,402
5 0,505 5,05 0,0504 0,504
6 0,605 6,05 0,0606 0,606
7 0,704 7,04 0,0702 0,702
8 0,805 8,05 0,0804 0,804
9 0,905 9,05 0,0904 0,904
10 0,999 9,99 0,100 1,00
Tabela 4 — Massa utilizada para a curva de calibracdo do salicilato de metila
Ponto Salicilato de Metila Concentracéo (%) Concentracao (%)
(9) (Diluido)
0 0,000 0,000 0,000
1 0,255 1,02 0,102
2 0,494 1,98 0,198
3 0,755 3,02 0,302
4 0,998 3,99 0,399
5 1,26 5,02 0,502
6 1,50 6,01 0,601
7 1,76 7,03 0,703
8 2,00 8,02 0,802
9 2,26 9,03 0,903
10 2,51 10,0 1,00

Operacdo do HPLC e NIR

O HPLC é um equipamento muito sensivel, por isso, as amostras devem ser
preparadas para ter a menor quantidade de impurezas possivel, entdo, as vidrarias utilizadas
devem sempre estar limpas antes do uso e o usuario deve tomar 0 maximo de cuidado possivel
para evitar as impurezas. As amostras feitas em baldes volumétricos devem ser introduzidas em
vials, estes, sdo colocados dentro do HPLC para a analise das amostras.

A tabela 5 ilustra 0 método cromatografico realizado no HPLC. A leitura do detector de
arranjo de diodo foi na faixa de 210 a 400 nm e a aquisi¢do cromatografica definida em 236 nm.
A identificacdo do salicilato foi conduzida pela comparacdo dos tempos de retencdo e dos
espectros de ultra-violeta com o padrédo de referéncia (Salicilato de Metila Vetec®, dosagem
minima 99 %), além de dados da literatura.

A quantificacdo do salicilato de cada amostra foi feita por correlacbes com curvas de
calibracdo com padrdo externo por meio de injecdes em duplicata sob melhores condig¢des
cromatograficas.



Tabela 5 — Método cromatografico HPLC

Tempo (min) Fluxo (mL/min) MeCN (%) H20 (%)
0,0 0,7 50,0 50,0
5,0 0,7 50,0 50,0
15,0 1,0 60,0 40,0
15,1 1,0 90,0 10,0
18,0 1,0 90,0 10,0
18,1 1,0 50,0 50,0
22,0 1,0 50,0 50,0

O NIR, assim como o HPLC, é um equipamento muito sensivel, quaisquer impurezas
na amostra podem afetar significativamente o resultado obtido. Por isso, suas amostras devem
ser preparadas com muito cuidado. No NIR, para a analise da amostra € utilizado uma cubeta
de quartzo que possui 1,00 cm de caminho Optico. Essa cubeta deve ser limpa sempre antes da
anélise das amostras.

Curva de calibracdo do acido salicilico e do salicilato de metila

Para o inicio do procedimento, os baldes volumétricos de 10 ml foram preenchidos com
acido salicilico com a ajuda de uma espatula, utilizado os pontos da tabela 3, e entdo, ap0s a
pesagem, foi utilizada uma pipeta Pasteur de vidro para os balGes volumétricos serem
avolumados com a acetonitrila.

Apds o preparo dos baldes volumétricos, estes foram diluidos e levados ao cromatografo
de alta eficiéncia (HPLC). O HPLC, deve ser preparado com antecedéncia para ndo haver
impurezas na sua coluna nem pequenas bolhas em sua tubulacéo. Ainda, no HPLC foi injetado
aproximadamente 2 pL para a analise das amostras.

Apds a analise no HPLC, as amostras concentradas foram analisadas no NIR. Com o
NIR, previamente ligado e estabilizado, foi realizada a uma leitura sem a cubeta introduzida
(background), apds o background, foi feita uma ambientacdo da cubeta utilizando as amostras,
entdo foi realizada a leitura das amostras utilizando o software OMINIC. Para essa analise, a
mesma cubeta preenchida foi analisada 3 vezes, entdo o contetdo foi descartado e outra analise
da mesma amostra foi conduzida, sendo realizada em triplicata para cada baldo volumétrico da
tabela 3.

Para a curva de calibracdo do salicilato de metila os métodos foram os mesmos
utilizados no acido salicilico, utilizando balGes volumétricos de 10 ml que foram avolumados
com acetonitrila, que também foi utilizada para medir as massas dos pontos da tabela 3, ja que
o salicilato de metila é liquido diferentemente do &cido salicilico.

Entéo, os espectros de absorbancia das amostras de acido salicilico e salicilato de metila
foram obtidas. Com os espectros obtidos de todos os pontos das tabelas 3 e 4, 0s espectros
foram transferidos para o software TQ Analyst, em que, para cada ponto foi atribuido a sua
porcentagem, de acordo com as tabelas 3 e 4, que sdo necessarias para a calibracédo e validacdo
do modelo.

Para a calibracdo dos métodos, pelo software TQ Analyst, deve-se selecionar pelo
menos uma regido do espectro de absorbancia das amostras, em que, haja variacdo da
absorbancia devido ao aumento de concentragdo das amostras.

Resultados e Discussao

Curva de calibracdo do método primario

O cromatdgrafo de alta eficiéncia (HPLC) consegue calcular a area do pico obtido
referente a substancia analisada, assim, a cada concentracgéo utilizada (de acordo com as tabelas



3 e 4) pode ser relacionada a sua area, sendo que, quanto maior a concentracdo da amostra,
maior seré a area obtida. Na figura 3 e na figura 4, podem ser analisadas as curvas de calibracéo
utilizadas como método primario.

Como determinado pelo método, o cromatografo de alta eficiéncia teve um tempo de
analise de 30 min para cada amostra, totalizando 5 horas para a analise de todas as amostras, €
importante ressaltar que se o tempo de analise for diminuido, a precisdo do equipamento caira,
por isso foram utilizadas 30 min.

Figura 3 — Curva de calibracdo do método primario do acido salicilico
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Figura 4 — Curva de calibracdo do método primario do salicilato de metila
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Pela Figura 3, pode ser percebido que a curva de calibracdo realizada com o método
primario (HPLC) ficou com uma precisdo muito boa, obtendo um coeficiente de determinacéo
de aproximadamente 1. Enquanto a Figura 4, ndo ficou totalmente ajustada, obtendo um
coeficiente de determinacdo de 0,987.

O erro apresentado na curva de calibracdo do salicilato de metila pode decorrer de
diversos fatores, podendo ser a presenca de muitas bolhas na tubulacdo do HPLC, também
podendo conter erro quando avolumado com acetonitrila.

Modelo de calibracdo do método principal

Na curva de calibracdo do NIR, foram obtidos os espectros de absorbéancia do acido
salicilico e do salicilato de metila, que ficaram muito similares, por as substancias estarem
diluidas igualmente na acetonitrila.



As regides escolhidas no software TQ Analyst estdo indicadas pelas figuras 5 e 6. Para
0 acido salicilico foi selecionada a regido entre 6051-4940 cm™, para o salicilato de metila
foram selecionadas as regides entre 5203-4346 cm™ e 6676-6284 cm™. As regides sdo utilizadas
para formar as curvas de calibracéo do acido salicilico e do salicilato de metila, figuras 7 e 8.
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Figura 5 — Regido selecionada para a construgdo do modelo do &cido salicilico

264

10000

Figura 6 — Regides selecionadas para a construgdo do modelo do salicilato de metila
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Figura 7 — Curva de calibracdo do acido salicilico
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Figura 8 — Curva de calibracéo do salicilato de metila
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Pelas figuras 7 e 8, pode-se dizer que as duas curvas de calibracdo apresentaram um
bom coeficiente de determinacdo (R? e um bom RMSEC (raiz quadrada do erro médio
quadratico de calibracdo). Porém, a diferenca dos pontos da curva do acido salicilico (figura 7)
foram entre -0,12 e 0,14, que é relativamente alto, enquanto do salicilato de metila foi entre -
0,04 e 0,05, a diferenca significa o qudo distante a concentracdo resultante pela curva de
calibracéo pode estar da concentracao real da amostra.

Para a validacdo do método para as substancias puras foram feitas 10 amostras com
pontos de concentracdo diferentes dos feitos nas tabelas 3 e 4. Os resultados da validagéo sdo
representados pelas tabelas 6 e 7, em que, o erro 1 representa a concentracdo obtida no NIR
comparada com a concentragdo medida experimentalmente e o erro 2 o erro da concentragao
medida no NIR em relacdo ao medido no HPLC.

Tabela 6 — Validacdo do método do &cido salicilico para substancia pura

C preparada (%) C HPLC (%) C NIR (%) Erro 1 (%) Erro 2 (%)
0,65 0,65 0,59 9,23 9,23
1,18 1,21 1,09 7,63 9,92
2,45 2,53 2,51 2,45 0,790
3,28 3,32 3,37 2,74 1,51
4,38 4,43 4,53 3,42 2,26

Tabela 7 — Validacdo do método do salicilato de metila para substancia pura

C preparada (%) C HPLC (%) C NIR (%) Erro 1 (%) Erro 2 (%)
0,81 0,510 0,820 1,23 37,8
2,40 2,45 2,44 1,67 0,408
3,19 3,31 3,24 1,54 2,11
4,38 4,68 4,45 1,60 4,91
5,20 5,61 5,25 0,961 6,42

Tambeém foi realizada uma validacdo para 0 método utilizando o &cido salicilico e o
salicilato de metila em conjunto com a acetonitrila, representando o desenvolvimento de uma
reacao de esterificacdo de forma teorica, em que, 1 mol de &cido salicilico produz 1 mol de
salicilato de metila. Porém, o resultado dessa validacéo néo apresentou um bom resultado, ndo
retornando os valores reais de concentracao das substancias presentes nas amostras, por isso, 0
resultado ndo é inserido na presente pesquisa.

Ainda, foi feito uma anélise de repetibilidade das curvas de calibracdo, sendo a tabela 8
para o acido salicilico e a tabela 9 o salicilato de metila. Com essa analise é possivel saber se a
curva de calibracdo retorna os valores corretos para uma mesma concentracao repetida 6 vezes.



Tabela 8 — Analise de repetibilidade da curva do acido salicilico

C medida (%) C NIR (%) Erro (%) Desvio padrdo  Coeficiente de
Variagéo (%)
1,04 0,98 577 0,03 2,65
4,03 4,26 5,66 0,03 0,72
7,02 6,95 1,00 0,04 0,54

Tabela 9 — Analise de repetibilidade da curva do salicilato de metila
Coeficiente de

C medida (%) C nir (%) Erro (%) Desvio padrao /. iac40 (96)
1,02 1,07 4,90 0,03 2,56
4,02 411 2,24 0,05 1,16
8,01 7,95 0,75 0,04 0,50

Por dltimo, foi feito uma andlise verificando o limite de deteccdo das curvas de
calibracdo, nesta andlise é verificado qual a menor concentracdo que o NIR consegue retornar
de uma amostra. A tabela 10 representa a analise de limite de detec¢do do &cido salicilico e do
salicilato de metila.

Tabela 10 — Andlise de limite de deteccdo do acido salicilico e salicilato de metila

Substancia C medida (%0) C nir (%) Erro (%) Eaeg;lz?{g (i;)aer];;:c,‘lggtg /S)e

Acido 0,61 0,60 1,47 0,03 4,75
Salicilico
Salicilato de 0,52 0,49 5,20 0,008 1,53
Metila
Conclusodes

Com o método construido, ndo é possivel quantificar as substancias da reacdo de
esterificagdo do salicilato de metila quando estdo misturadas. Isso acontece porque o NIR
apresenta picos amplos que se sobrepdem, entdo, para o acido salicilico e o salicilato de metila
que sdo substancias muito semelhantes e o0 NIR ndo conseguiu encontrar regides em que 0s
picos ndo estdo sobrepostos, assim, o método ndo foi validado. Porém, o método pode ser
utilizado para quantificar o 4cido salicilico e o salicilato de metila quando estes estéo puros.

Mesmo com os altos coeficientes de determinagdo (R?), pode-se dizer que o erro
apresentado para o &cido salicilico no NIR foi relativamente alto, o que é justificado pela alta
variacao apresentada para os pontos (-0,12 < C < 0,14). Enquanto para o salicilato de metila, o
erro apresentado no NIR foi baixo, porém foi obtido um alto erro dessa substancia no método
priméario (HPLC).

Por ultimo, é possivel dizer que o método construido consegue identificar uma
concentra¢do minima de 0,6 % para o cido salicilico e de 0,5 % para o salicilato de metila.
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