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Referéncias adicionais: 4h.

Professor Convidado

5. TITA, D. L.; ANTONIO, S. G.; PAIVA-SANTOS, C. O.

1° Ciclo de Minicursos de Cristalografia — “Refinamentos sequenciais e
paramétricos com o método de Rietveld” — USP — Sao Carlos-SP, 2016.
(Minicurso)

Referéncias adicionais: 4 dias.
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RESUMO

O refinamento de estruturas cristalinas pelo método de Rietveld (MR) consiste em
ajustar um modelo estrutural a uma medida de difracdo. Essa € uma ferramenta
eficiente para identificacdo e quantificacdo de estruturas polimérficas presentes em
farmacos e excipientes. Uma forma avancada do método € o refinamento sequencial
por Rietveld (RSR) que visa, a partir de um conjunto de difratogramas de uma mesma
amostra, estudar o comportamento do material em fungdo de uma variavel externa
(e.g. temperatura, pressao, tempo ou ambiente quimico). No presente trabalho, com
0 objetivo de estudar as transi¢cdes polimorficas e as expansdes/contracbes dos
parametros de cela unitaria (PCU) dos insumos farmacéuticos: espironolactona
(SPR), lactose monoidratada (LACMH) e lactose anidra (LACA), empregou-se o0 RSR
em medidas obtidas em diferentes temperaturas. O RSR foi eficiente para que os PCU
fossem refinados até temperaturas proximas ao ponto de fusao dos materiais. Apds o
RSR, a partir da analise matematica dos PCU obtidos, foram propostas fun¢des que
regem a tendéncia desses parametros quando submetidos a variacao de temperatura.
Com essas funcbes modelaram-se os PCU em uma outra modalidade de refinamento,
o refinamento paramétrico por Rietveld (RPR), assim, os PCU seguem a modelagem
imposta pelas equacdes obtidas via RSR. O RPR mostrou-se mais eficiente nas
analises, o0 que evitou perda de fases ou problemas de ajustes, resultando assim em
informacBes mais precisas do sistema. Embora o RSR e RPR serem métodos
sofisticados para a caracterizacdo dos materiais, a preparacdo das rotinas de
programacao dos refinamentos néo € trivial, assim, nesse trabalho desenvolveu-se
uma planilha (i.e. planilha SP-DLT) que facilita o emprego dos métodos. A planilha
mostrou-se eficiente e rapida para programar todas as rotinas de refinamentos
apresentadas nesse trabalho. Com os estudos dos insumos farmacéuticos observou-
se que na amostra SPR a forma |, com 0 aumento da temperatura, se converte para
forma ll. A alfalactose monoidratada sofre desidratacéo e se converte para alfalactose,
na amostra LACMH, e para betalactose, na amostra LACA. E, ainda com aumento de
temperatura, a betalactose ndo sofre mudanca de fase polimérfica. Assim, entende-
se que o meio pode causar influéncia na rota de transicao polimoérfica.

Palavras-chave: Difracdo de raios X por po6. Espironolactona. Alfalactose
monoidratada. Lactose anidra. Método de Rietveld. Refinamento sequencial por
Rietveld. Refinamento paramétrico por Rietveld.



ABSTRACT

The crystal structural refinement by the Rietveld method (MR) consists of fitting a
structural model to a diffraction measure. This is an efficient tool for identification and
quantification of polymorphic structures present in drugs and excipients. An advanced
way to use this method is the Sequential Rietveld Refinement (RSR), which aims, from
a set of data of the same sample, to study the behavior of the material as a function of
an external variable (e.g. temperature, pressure, time or chemical environment). In the
present work, with the objective of studying the polymorphic transitions and the
expansions / contractions of the unit cell parameters (PCU) of the pharmaceutical
ingredients: spironolactone (SPR), lactose monohydrate (LACMH) and anhydrous
lactose (LACA), the RSR in measurements obtained at different temperatures. The
RSR was efficient so that the PCU were refined to temperatures close to the melting
point of the materials. After the RSR, from the mathematical analysis of the obtained
PCU, functions were proposed that govern the trend of these parameters when
submitted to the temperature variation. With these functions the PCU were modeled in
another modality of refinement, the Parametric Rietveld Refinement (RPR), thus, the
PCU follow the modeling imposed by the equations obtained via RSR. The RPR was
more efficient in the analyzes, which avoided loss of phases or problems of
adjustments, resulting in more accurate information of the system. Although RSR and
RPR are sophisticated methods for characterization of materials, preparation of
refinement programming routines is not trivial, so a spreadsheet (i.e. SP-DLT
spreadsheet) has been developed in this paper to facilitate the use of methods. The
worksheet proved to be efficient and quick to program all the refinement routines
presented in this paper. With the studies of the pharmaceutical inputs it was observed
that in the SPR sample, the form I, with the increase in temperature, converts to form
Il. Alfalactose monohydrate undergoes dehydration and converts to alfalactose in the
LACMH sample and to betalactose in the LACA sample. And, even with temperature
increase, the betalactose does not undergo polymorphic phase change. Thus, it is
understood that the medium may cause influence on the polymorphic transition route.

Keywords: X-ray powder diffraction. Spironolactone. Lactose monohydrate. Lactose
anhydrous. Rietveld method. Sequential Rietveld Refinement. Parametric Rietveld
Refinement.
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1 INTRODUCAO

Pensando em uma linha de raciocinio légica para abordar os temas que
embasam as discussOes dessa tese, segue, primeiramente, uma contextualizacao do
gue é polimorfismo e qual a influéncia dessas diferentes estruturas, em especial por
agregar caracteristicas fisicas e quimicas distintas para os materiais. Nessa primeira
abordagem, como exemplo, serdo discutidas as formas polimérficas do diéxido de
titdnio (TiO2), que é um classico da literatura em ciéncias de materiais e, depois disso,
a discussao sera direcionada para area farmacéutica, mais especificamente para
farmacos e excipientes.

No mais, serédo apresentados alguns casos, que foram reportados na literatura,
de transi¢cfes indesejadas em medicamentos que ja vinham sendo comercializados a
populacdo e a importancia de se conhecer e controlar o maior nimero dessas
possiveis transicées visando um medicamento mais seguro e de maior eficiéncia.

Por fim, serd discutida a teoria dos refinamentos envolvidos (método de
Rietveld, refinamento sequencial por Rietveld e refinamento paramétrico por Rietveld),

assim como a técnica de difracédo de raios X por po.
1.1 Os materiais e o polimorfismo

Na area das ciéncias dos materiais € comum o processo de sintese e
caracterizacdo de materiais com diferentes propriedades visando, como objetivo final,
a busca por potenciais aplicacoes.

Um material de grande versatilidade, em especial pela grande quantidade de
aplicacoes, € o dioxido de titanio (TiO2), que existe naturalmente em trés diferentes
fases: rutilo (tetragonal — P42/mnm), anatasio (tetragonal — I4i1/amd) e bruquita
(ortorrdmbico - Pbca) 12.

Essas fases sdo compostas pela mesma estrutura basica (TiO2), com um
atomo de titanio circundado por outros seis atomos de oxigénio. O que difere entre
essas fases é basicamente “distor¢cbes”, que podem gerar diferentes angulos e
distancias de ligacdes que, por consequéncia, ditam como esse material € arranjado

no espaco 34
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Assim, o polimorfismo (i.e. do grego poli = muitas e morphos = formas) se define
como a habilidade de uma mesma substancia, no estado soélido, se apresentar em
duas ou mais estruturas cristalinas distintas. Consequentemente, cada forma
polimérfica € uma fase cristalina diferente, que apresenta caracteristicas
cristalograficas diferentes, que no caso podem acarretar em propriedades fisico-
guimicas diferentes 3-5.

Na Tabela 1 seguem algumas informacdes cristalograficas como, parametros

de cela unitéaria (a, b, ¢, «, e y) e volume para os polimorfos do TiOx.

Tabela 1. Estruturas cristalinas dos polimorfos de TiO2 encontrados no Inorganic Crystal
Structure Database ICSD. A tabela contém codigo ICSD, nome da forma polimérfica, grupo
espacial, dimensbes de cela unitaria e volume. Observa-se que cristalograficamente as
estruturas sao distintas, com pardmetros de cela unitaria, grupos espaciais e volumes
diferentes.

Cédigo Forma  Grupo a (A) b (A) c(A) a=p= Volume
Espacial v (°) (A?)
93098-ICSD© anatasio l4i/amd  3,7840(7) 3,7840(7) 9,500(2) 90 136,027
39168-ICSD 7 rutilo PdJJmnm  4,6043(3) 4,6043(3) 2,9677(3) 90 62,914
36408-1ICSD ® bruquita  Pbca 9,174(2)  9,174(2) 5138(2) 90 256,844

Fonte: TITA, D. L. a partir de dados obtidos pelo Inorganic Crystal Structure Database (ICSD) °.

Todas as formas sé@o encontradas naturalmente em minerais especificos, mas
podem ser preparadas sinteticamente. Em geral, o rutilo, de natureza mais comum, é
a fase de maior estabilidade nas condi¢cdes ambientes e tem sua formacao favorecida
por altas temperaturas. O anatdsio e a bruquita sdo polimorfos metaestaveis que
transitam para rutilo, de forma irreversivel. A fase bruquita, € uma fase de baixa
estabilidade e pouco de interesse na area de materiais %219,

Na Figura 1 sdo apresentados os padrdes de difracdo de raios X simulados
para as trés formas polimérficas de TiO2 (bruquita, rutilo e anatasio). As informacgdes
utilizadas para a construcao desses graficos foram obtidas via banco ICSD, sendo os
mesmos que foram apresentados na Tabela 1. A regido de 25 a 35° (20) é excelente
para se observar as diferencas entres as fases devido ao espacamento dos picos de

difracéo.
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Figura 1. Padrbes de difracdo de raios X simulados para os polimorfos de TiO.. Em verde a
fase da bruquita, em preto o rutilo e em azul o anatasio. A partir dos padrdes observa-se que
os perfis sdo diferentes para cada fase.

* bruquita
 rutilo
) | | || I * anatasio
tU. LA i aamic k. T
-
— { i 1 A { l Ad ll A i AL
_J LI_A l ll .l A A l. A
25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 15 80 85 90 95 10
2Teta (°)

Fonte: TITA, D. L. a partir de dados obtidos pelo ICSD.

Na Figura 2, construida com os dados obtidos via ICSD que compdem a Tabela
1, observam-se as estruturas de empacotamento dos atomos de TiO2, sendo que as
esferas pratas representam a posi¢do do atomo de titanio e a vermelha de oxigénio,

além das celas unitarias "

Figura 2. Representacdo computacional do tipo esferas e varetas para os polimorfos do TiO-.
As esferas pratas representam as posi¢des espaciais do titanio e as vermelhas as do oxigénio.
Observam-se as celas unitérias das fases e como 0 material estd empacotado no espago.

? anatasio rutilo bruquita

Fonte: TITA, D. L. via software Mercury v 3.5.1 11

* A cela unitaria € a menor unidade imaginaria de um dado grupo organizado de atomos, ions
ou moléculas que se replicada nas trés dimensdes e descreve o empacotamento do material.
Sendo que as celas unitarias sdo descritas pelo comprimento das arestas, a, b e ¢, e 0s

angulos entre elas «, fe y *.
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Para uma melhor visualizacdo, os octaedros de cada fase foram plotados na
Figura 3. Nesse caso observa-se que o0 anatasio apresenta um arranjo espacial que o
torna mais estével, haja vista os atomos de oxigénio que circundam o &tomo central
serem ordenados um para cima e um para baixo. No rutilo, o quadrado central formado
pelo atomo de titanio, circundado por quatro de oxigénio, € distribuido de forma
eficiente no espaco. No caso da bruquita o octaedro apresenta tor¢ées que podem ser
melhor observadas em relagdo ao atomo central que tem a tendéncia de ficar mais
proximo de alguns oxigénios em comparacédo a outros, causando assim, um acumulo

de tensdes e maior instabilidade da estrutura.

Figura 3. Representacdo computacional do tipo octaedros referentes aos polimorfos de TiO».
Aqui observam-se como os atomos de oxigénio, representados pelas bolas vermelhas, e o de
tithnio, pelas pretas, sdo espacialmente distribuidos. As estruturas do anatasio e rutilo
apresentam uma boa distribuicdo das particulas no espaco, ja a bruquita apresenta grande
irregularidade entre distancia e angulos e, que por consequéncia, é a mais instavel das trés.

v

anatasio rutilo bruquita

Fonte: TITA, D. L. via software Diamond v 3.2k 12,

Com isso, entende-se que as diferentes estruturas formadas pelos polimorfos
do TiO2 cristalizam com empacotamentos diferentes que podem apresentarem
estabilidades diferentes. Sendo assim, fatores externos como, por exemplo, um
tratamento térmico, podem fazer com que fases de menor instabilidade, nesse caso,
como a bruquita e o anatasio, se transformem exotermicamente e de forma irreversivel

para rutilo, que é o polimorfo mais estavel *.
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Para concluir o tema, o TiOz2 foi utilizado como exemplo por ser um sistema
mais simples, o que facilita a observacdo de suas estruturas espacialmente
organizadas. Quando comparado com insumos farmacéuticos, na grande maioria dos
casos, no lugar de 4&tomos posicionados no espaco, estaremos observando moléculas
de tamanho expressivo, sendo assim, fica mais dificil perceber as “distor¢des” e
diferencas nas suas distancias de ligacdo devido a complexidade dos sistemas.

Um exemplo classico na literatura farmacéutica é o principio ativo mebendazol.
Suas moléculas podem se estabilizarem, devido as ligacdes do tipo ligacbes de
hidrogéniot intra e intermoleculares e, assim, gerarem estruturas de empacotamentos
diferentes.

Na Figura 4. observa-se o empacotamento de dois polimorfos do mebendazol,
aforma C (a) e aforma A (b). Comecgando pela forma A, as distancias entre as ligacbes
de hidrogénio intermoleculares (linha tracejada vermelha) sdo de 2,30, 2,39 e 2,10 A,
além disso, nesse caso também é possivel observar a presenca de ligacdo de
hidrogénio intramolecular (linha tracejada verde). Assim, na totalidade os anéis
formados pelas ligac6es de hidrogénio ha uma maior estabilizacdo no empacotamento
das moléculas, gerando assim a estrutura de maior estabilidade. No caso da forma C,
nao existe a formacgao de anéis e as distancias das ligac6es de hidrogénio sédo de 2,7
e 2,9 A, maiores em comparacdo com a forma A, sendo assim essa estrutura
apresenta menor estabilidade 314,

O interessante nesse caso é que a estrutura de menor estabilidade (forma C) é
a mais soluvel e, assim, é a que apresenta maior biodisponibilidade# do farmaco no
organismo, ja a forma A, sua biodisponibilidade € diminuida, sendo assim, ela passa
sem ser notada pelo organismo e a posteriori é excretada, funcionando, basicamente,
como um placebo, sem a devida funcdo farmacologica. Nesse caso, a forma A é

inadequada na composi¢do de medicamentos acima de 30 % 314,

t As ligacOes de hidrogénio, sdo as mais intensas das forcas de ligacdo do tipo “fracas” (i.e.
forcas de Van der Waals, for¢as de London, ion-dipolo e dipolo-dipolo) e sédo caracterizadas
por um atomo de hidrogénio (H) que se localiza entre dois &tomos pequenos, mas altamente
eletronegativos (nitrogénio (N), oxigénio (O) ou flaor(F)) com um par de elétrons isolado. Para
isso, uma molécula precisa conter um grupo O — H, N — H ou H — F, para proporcionar um
atomo de H e outro atomo O, N ou F para gerar o par isolado de elétrons. Um exemplo pode
ser a agua (H- O — H -+ O), sendo que os trés pontos referem-se a ligacdo de hidrogénio
entre o H da primeira molécula e o O da segunda ®°.

+Biodisponibilidade & um termo que indica, via curva de concentragdo/tempo, a velocidade e
extenséo da absorcéo de um farmaco pelo organismo 2°.



40

Figura 4. Relacdo das distancias de ligacdes de hidrogénio inter-intramoleculares para duas
formas polimdérficas do mebendazol, formas C e A, respectivamente. A forma C (a) apresenta
ligagbes de hidrogénio mais fracas que a forma A (b), sendo assim, a forma C tem menor

estabilidade e, consequentemente, maior solubilidade, sendo assim é a mais sollvel,
resultando em uma melhor biodisponibilidade do farmaco 314,
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Fonte: ARAUJO, G. L. B, et. al.,, 2012 4.

Y

Questbes relacionadas a cinética e termodindmica impedem que todos os
farmacos, no estado solido, apresentem a habilidade de se cristalizarem em diferentes
estruturas cristalinas, se ndo, sem excecdo alguma, todos eles seriam capazes de

gerarem diferentes fases polimorficas 4.
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A U.S. Food and Drug Administration (FDA) 1°, que é a agéncia norte americana
de regularizacdo farmacéutica, em um guia direcionado a industria, apresenta uma
normatizacao para algumas terminologias empregadas na area. Sendo assim, por
essa definicdo, formas polimérficas se referem a formas cristalinas e amorfas, bem
como formas solvatadas e anidras °. A seguir seguem as definicoes.

e As formas cristalinas apresentam diferentes arranjos e/ou
conformacdes moleculares no reticulo cristalino.

e As formas amorfas sao caracterizadas pela desordem nos arranjos
moleculares, sendo que néo é possivel distinguir o reticulo cristalino.

e Ossolvatos ou pseudopolimorfos sao formas cristalinas quem contém
incorporacdo de solventes nas estruturas, sendo que, quando esse
solvente for a molécula de 4gua, ela passa a ser chamada de forma
hidratada.

Essa definicdo, mesmo por ndo ser tdo atual (i.e. 2007) é véalida e bem aceita
tanto na industria farmacéutica, quanto na comunidade cientifica, mas um ponto a se
destacar é que como polimorfismo esta relacionado com solidos cristalinos, a forma
amorfa ndo deveria ser considerada um polimorfo, haja vista, ndo apresentar ordem a
longo alcance. Sendo assim, o termo polimorfismo, nesse guia, € mais direcionado
para “a ocorréncia de diferentes formas para um mesmo farmaco”, nao se importando
se essas diferentes estruturas sejam amorfas ou cristalinas #.

Para esse trabalho, o termo polimorfismo sempre sera relacionado com
estruturas que sejam cristalinas, podendo ser fases polimorficas distintas, fases

anidras ou com a adicéo de solvatos, mas, sempre cristalinas.

1.2 Os materiais e atemperatura

Por definicdo temperatura (T) € uma propriedade que determina o fluxo de
energia, sob forma de calor. Sendo assim, se duas amostras forem postas em contato,
delimitadas por uma parede rigida e termicamente condutora, a energia sera
transmitida da amostra de maior temperatura para a de menor 16,

O calor, em termos moleculares, é a transferéncia de energia utilizando-se do
movimento caotico (aleatério) das moléculas. Esse movimento desordenado é

conhecido como movimento térmico, assim, uma vizinhanca quente, devido a um
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maior movimento térmico, estimula um sistema frio, a movimentacdo mais vigorosa
de suas moléculas, o0 que por consequéncia aumenta a energia do sistema. O
contrario também é verdadeiro, s6 que como a energia é transferida do sistema para
a vizinhanca, existe uma diminuicédo da energia do sistema 1°.

E comum, no estado solido, que todos 0s a&tomos vibrem muito rapidamente em
torno de suas préprias posicdes, dentro de um cristal. Essas vibracdes atdbmicas
podem ser consideradas como imperfeicdes ou defeitos, haja vista, que em
determinado momento, pode ser que nem todos os atomos estejam vibrando com a
mesma frequéncia ou amplitude, nem com a mesma energia. Em uma determinada
temperatura, existira uma distribuicdo média de energia para os atomos que compdem
a estrutura. Com o aumento da temperatura, essa energia média tende a aumentar,
sendo que a temperatura de um sélido € uma medida da atividade vibracional média
de atomos e moléculas *’.

Muitas das propriedades pertinentes dos materiais no estado solido séo
manifestacbes desse movimento de vibragdes atdmicas (e.g. a fusédo de um material
ocorre aquando as vibracdes atdbmicas séo suficientemente vigorosas e conseguem
romper uma grande quantidade de ligacGes atomicas) .

A variacdo de temperatura em um sistema, além das consequéncias ja citadas
acima, como o rompimento de ligacfes atdmicas que podem causar uma transicao de
estado fisico da matéria, por exemplo, podem também causar transicfes de fases
polimorficas, induzir mudangas de cristalinidade, alterar o tamanho médio dos
cristalitos e influenciar na expanséo da cela unitaria (i.e. em seu volume).

Para contextualizar o assunto, um estudo de um termoplastico elastobmero
(Sindiotatico 1,2-Poli(1,3-Butadieno)), realizado por Napolitano e colaboradores 8
mostrou que tratamentos térmicos e mecanicos induziram mudancas na cristalinidade,
no tamanho de cristalito e na cela unitaria, mas ndo causaram, nesse caso, mudancas
polimérficas. No artigo, as técnicas empregadas para elucidar essas mudancas foram

calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e difracédo de raios X 8,
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Na Figura 5 sdo apresentados os graficos dos parametros de cela unitaria (a e
b), em A, pela temperatura (° C) de coleta dos difratogramas. Ali observa-se que com
0 aumento da temperatura os eixos a e b dilatam, o que consequentemente aumenta

o volume da cela unitaria do material.

Figura 5. Expansao dos parametros de cela unitaria a e b, com o aumento da temperatura,
para o termoplastico elastbmero (Sindiotatico 1,2-Poli(1,3-Butadieno)). Nesse caso observam-
se que os dois conjuntos de resultados séo crescentes em funcdo do aumento da temperatura.
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Fonte: Adaptado de NAPOLITANO, R. et al. 18

1.3 O polimorfismo e os insumos farmacéuticos ativos e inativos

A estabilidade de produtos farmacéuticos é um parametro que estéa relacionado
com qualidade, seguranca e eficacia. E definida como sendo o tempo durante o qual
um medicamento ou mesmo um farmaco mantém, dentro dos limites especificados e
durante todo o tempo de estocagem e uso, as mesmas caracteristicas que possuia
no periodo de producéo 1°29,

Alguns fatores ambientais como temperatura, umidade, luz e outros fatores
relacionados ao proprio produto como suas propriedades quimicas e fisicas, formas
farmacéuticas, composigao, processos de fabricagdo e embalagem, podem influenciar
na estabilidade do produto final 2°. Um produto de baixa estabilidade pode sofrer
mudancas em suas propriedades quimicas e fisicas tais como, transi¢coes indesejaveis
de fases polimorficas, desidratacéo, hidratacéo, ponto de fuséo, reatividade quimica,
solubilidade, taxa de dissolu¢do, densidade, propriedades Oticas, mecanicas e
termodinamicas, cinética e na reatividade de superficie. Sendo assim, podem ter efeito
direto na capacidade de processamento e/ou fabricacdo, se essa instabilidade estiver
associada as matérias-primas, bem como diminuir a performance do produto final e,

assim, comprometer um tratamento médico >15,
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Na literatura sdo reportados alguns casos de medicamentos disponibilizados
para a populacdo onde foram constatadas diminuicdo em performance através de
andlises da propria indastria farmacéutica, ou por observacdes feitas por médicos e
especialistas em salde publica?l. O Tegretol® (carbamazepina), um
anticonvulsivante, que em 1988 foi observada a conversao de uma fase anidra para
uma fase di-hidratada ?2. O Norvir® (ritonavir), um antirretroviral, que em 1998
apresentou falha na dissolucdo das cdpsulas orais, por decorréncia do aparecimento
de uma forma mais termodinamicamente estavel, 0 que comprometeu o tratamento
de muitos pacientes 23. E em um caso mais recente, de 2010, houve um recall de 60
milhdes de comprimidos de Avalide® (hidroclorotizada + irbesartana), utilizados no
controle de hipertensdo, que devido as variagbes polimorficas da irbesartana
observou-se uma diminuicdo em sua solubilidade, o que consequentemente fez com
gue os comprimidos tivessem uma dissolucdo muito mais lenta e uma menor
performance L.

Varios métodos analiticos sdo empregados para o estudo de polimorfismo,
dentre eles: calorimetria exploratéria diferencial (DSC), microcalorimetria,
termogravimetria (TG), isotermas de adsorcao/dessorcdo de vapor de agua,
espectroscopia de infravermelho, Raman, ressonancia magnética nuclear no estado
solido, difracdo de raios X, ensaios de solubilidade e microscopias de

imageamento 24,
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1.4 Os insumos farmacéuticos analisados nesse trabalho

Os materiais analisados nessa tese foram divididos em dois grupos, sendo (i)
o farmaco cristalino espironolactona e (ii) os excipientes cristalinos alfalactose
monoidratada® e lactose anidra. Sendo assim, segue abaixo algumas caracteristicas
importantes para a compreensdo dos estudos de difracdo de raios X que envolvem

essas formas.

1.4.1 espironolactona

A espironolactona, que € um antagonista especifico da aldosterona, atua
principalmente através da ligacdo competitiva em receptores de troca de sédio-
potéssio localizados no tubulo contorcido distal. Sua funcéo é aumentar a quantidade
de sodio e agua para ser excretado pelo organismo enquanto o potassio € retido.
Sendo assim, age tanto como um diurético, quanto um farmaco anti-hipertensivo,

podendo ser administrada sozinha ou com outros agentes diuréticos 2°.

§ Segundo as novas regras ortograficas do portugués, que entrou em vigor no dia primeiro de
janeiro de 2016, dentre as principais modificagdes, o hifen deve ser empregado se o segundo
elemento de uma palavra composta comecar com a letra h, sendo assim, seguem alguns
exemplos: geo-historia, giga-hertz e super-herdi. A partir disso, o correto pela ortografia
brasileira seria mono-hidratada, mas em 2017, a Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), em um documento atualizado referente as Denominagbes Comuns Brasileira
(DCB), mais especificamente na lista de insumos farmacéuticos &, trata o excipiente cristalino
como alfalactose monoidratada.
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Partindo da indicacdo terapéutica e da sua acdo no organismo, a
espironolactona (y-Lactona do acido (7a,17a)-7-(acetiltio)-17-hidroxi-3-oxopregn-4-
eno-21-carboxilico [CAS 52-01-7]), cuja estrutura molecular pode ser vista na Figura
6, tem massa molecular de 416,57 g mol e é caracterizada, segundo a Farmacopeia
Brasileira, como sendo um po cristalino de cor branca ou bege clara, estavel a presséo
e temperatura ambiente, praticamente insollvel em agua, de facil solubilidade em
cloroférmio, benzeno, acetato de etila e em etanol absoluto e pouco solivel em

metanol 25,

Figura 6. Estrutura molecular da espironolactona (C24H3,04S).

/\fo
HC %

Fonte: TITA, D. L.

Dois polimorfos conhecidos e estaveis que tém estrutura cristalina ortorrémbica
sdo descritos na literatura como sendo a forma | 27 e Il 28 da espironolactona.

Em relacdo a termodinamica das transicOes dessas duas fases, a forma I, que
tem ponto de fusdo préximo a faixa de 100 a 120 °C, funde e se recristaliza em forma
II, que é a fase usualmente empregada na composicdo de medicamentos e a mais
estavel termodinamicamente. J& a forma Il apresenta ponto de fusédo de 210 °C 2°:30,

Existe também, reportada na literatura, uma forma hidratada da
espironolactona que apresenta uma menor dissolu¢do em comparacao a forma Il. Em
estudos de analise térmica observa-se que a desidratacdo desta forma ocorre por
volta de 80 °C e que em 149 °C esse material se funde de forma direta sem transitar
por nenhuma outra forma cristalina de espironolactona 2°.

Foram encontradas quatros estruturas com adicdo de solventes, sendo a
primeira de espironolactona com acetronitrila (2:1) (Codigo KIKWUW3?), sacarina mais
dgua (WUWREM??), somente sacarina (WUWRIQ?®) e, por fim, a forma hidratada da
espironolactona (WUWROW?°).
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Na Tabela 2 sdo apresentadas as dimensdes de cela unitaria e grupo espacial
das estruturas cristalinas das principais formas polimoérficas de espironolactona

encontradas no CCDC.

Tabela 2. Estruturas cristalinas dos polimorfos de espironolactona encontrados no CCDC.
Cdédigo CCDC, nome da forma, grupo espacial e dimensdes de cela unitéria.

Cédigo  Forma  Grupo a (A) b (A) c (A) a® BC) v
Espacial
ATPRCL10%" | P21212, 9,976(2) 35,573(7) 6,225(3) 90 90 90
ATPRCLO1% 1l P2:212, 10,584(4) 11,005(2) 18,996(3) 90 90 90

WUWROW? Hidrat. P2,2:2; 14,0133(3) 15,6692(3) 30,9146(6) 90 90 90

Fonte: TITA, D. L. a partir de dados obtidos pelo CCDC.

Na Figura 7 sédo apresentados os padrdes de difracdo de raios X simulados a

partir das estruturas das trés formas apresentadas na tabela anterior.

Figura 7. Padrboes de difracdo de raios X simulados da espironolactona. A linha azul
representa a forma | (ATPRCL10), a preta da Il (ATPRCLO1) e a verde da hidratada
(WUWROW).

WUWROW - SPR hidratada
ATPRCLO01 — SPR forma Il
ATPRCL10 - SPR forma |

JUA A Au.‘.LAu.AJ-AuJA. A AAA o e A

10 15 20 25 30 35 4
2Teta(®)

Fonte: TITA, D. L. a partir de dados obtidos pelo CCDC.
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1.4.2 alfalactose monoidratada

A alfalactose = monoidratada (B-D-Gal-(1—4)-a-D-Glc,  4-O-B-D-
Galactopiranosil-a-D-glucose [CAS- 5989-81-1]), cuja estrutura molecular pode ser
vista na Figura 8, apresenta massa molecular de 360,31 g mol* e é um dissacarideo
natural, obtido do leite, formado por uma molécula de galactose e uma de glicose .

Figura 8. Estrutura molecular da alfalactose monoidratada (C12H22011.H20).

Fonte: TITA, D. L.

A alfalactose monoidratada, que apresenta ponto de fusdo de 201-202 °C, é
um p6 de coloracdo branca ou quase branca, inodoro e ligeiramente doce,
praticamente insoluvel em cloroférmio, etanol e éter e solivel em agua. Na inddstria
farmacéutica o excipiente é amplamente empregado como agente diluente e
aglutinante de comprimidos e capsulas 2.

No estado sdlido apresenta varias formas cristalinas estaveis, dependendo das
condicdes de cristalizacao e secagem, como, alfalactose monoidratada, que é a forma
mais comum comercialmente disponivel, ou as forma anidras a-lactose e B-lactose 2.

Foram encontradas duas estruturas com adi¢ao de solventes, sendo a primeira
de um complexo de lactose célcio e bromo heptaidratado (LABCCCB 33) e um outro

de lactose célcio e cloro heptaidrataddo (LACTCC10 34).
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Em relacéo as estruturas cristalograficas da alfalactose monoidratada, que é a

forma geralmente encontrada em medicamentos, na Tabela 3, sdo apresentados 0s

seus dados cristalogréficos.

Tabela 3. Estruturas cristalinas dos polimorfos de alfalactose monoidratada encontrados no
CCDC. Cadigo CCDC, nome da forma, grupo espacial e dimensdes de cela unitaria.

Cédigo Forma Grupo a (A) b (A) c (A) a (°) B (°) ¥ (°)
Espacial

LACTOS01% ¢ P2, 7,815 21,567 4,844 90 106,20 90
LACTOS02% ¢ P2, 7,980(20) 21,680(60) 4,836(10) 90  21.680(60) 90
LACTOS03¥ ¢ P2, 7,937(2) 21,568(7) 4,815(1) 90  109,77(2) 90
LACTOS10® ¢ P2, 7,982(2) 21,562(3) 4,824(1) 90  109,57(3) 90
LACTOS11® ¢ P2, 4,7830(5) 21,540(2) 7,7599(8) 90  105,911(2) 90
LACTOS12% ¢ P2, 7,772(0) 21,582(0) 4,817(0) 90  74,06(0) 90

Fonte: TITA, D. L. a partir de dados obtidos pelo CCDC.

Como a literatura reporta varias estruturas para uma mesma forma polimorfica,

como pode ser visto na tabela anterior, para esse trabalho, a estrutura LACTOSL11 foi

a escolhida para os calculos haja vista apresentar o padrdo mais proximos em

comparacado ao dados observados, sendo assim, na Figura 9 segue o padréo de

difracédo de raios X gerado a partir dessa forma.

Figura 9. Padréo de difragédo de raios X simulado da alfalactose monoidratada (LACTOS11).

A linha azul representa a forma.
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LACTOS11 - alfalactose monoidratada
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2Teta(®)

Fonte: TITA, D. L. a partir de dados obtidos pelo CCDC.



50

1.4.3 lactose anidra

A lactose anidra (D-Glucose, 4-O-p-D-galactopiranosil [CAS 63-42-3]) € um
excipiente empregado na compressao direta de comprimidos por apresentar
propriedades favoraveis de fluxo e caracteristicas de compressdo desejaveis para
fabricacdo de capsulas e comprimidos. Além disso, € um material de preenchimento
inerte, diluente e, por apresentar baixo teor de umidade, pode ser utilizado em
conjunto com farmacos sensiveis a umidade 2. Pode apresentar-se em duas
conformacdes distintas: alfa ou betalactose e cujas estruturas moleculares podem ser

vistas na Figura 10.

Figura 10. Estruturas moleculares da alfalactose e betalactose, respectivamente (Ci12H22011).

c-Lactose B-Lactose

Fonte: TITA, D.L.

A alfa e a betalactose, que sé@o sollveis em agua, pouco solluveis em etanol
(95%) e éter, apresentam pontos de fusado diferentes, sendo a primeira em 223,0 °C e
a segunda em 252,2 °C. Seu pOé € composto por particulas brancas ou
esbranquicadas. No mercado existem varias marcas diferentes de lactose anidra,

sendo que, geralmente, apresentam de 70-80% da fase beta e de 20-30% da alfa 2.
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Na Tabela 4 sdo apresentados os dados cristalograficos para ambas as formas

de lactose.

Tabela 4. Estruturas cristalinas dos polimorfos de alfalactose e da betalactose,
respectivamente, encontrados no CCDC. Cdédigo CCDC, nome da forma, grupo espacial e

dimensdes de cela unitéria. (* Forma)
*

Nome Grupo a(h) b (A) c (A) a (%) B (°) v (%)
Espacial
EYOCUQ* o P21 7,7795(2) 19,6931(6) 4,9064(11) 90 103,690(15) 90
EYOCUQO1%? ¢ P1 7,652(0) 19,864(0) 4,988(0) 92,03(0) 106,26(0) 97,15(0)
BLACTO%3 B P21 10,839(6) 13,349(6) 4,954(5) 90 91,31(9) 90
BLACTOO01% P2, 10,810(30) 13,340(40) 4,840(20) 90 91,25(13) 90
BLACTO024 B P21 4,933(0) 13,270(1) 10,779(0) 90 91,55(0) 90
LAKKEO# o+ B P1 7,626(0) 19,656(1)  5,061(0) 95,65(0)  105,43(0) 81,00(0)
(1:1)
LAKKEOO1% ¢, P1 5,030(3) 7,593(5) 19,374(12) 81,03(1)  85,04(0) 74,25(0)

Fonte: TITA, D. L. a partir de dados obtidos pelo CCDC.

Como a literatura reporta varias estruturas para as formas polimorficas alfa e
beta da lactose, como pode ser visto na tabela anterior, para esse trabalho, a estrutura
EYOCUQ, para a alfalactose e a BLACTO, para a beta, foram as escolhidas para os
calculos, sendo assim, na Figura 11 seguem o padrdes de difracao de raios X gerado

para as duas formas.

Figura 11. Padrdes de difracdo de raios X simulados da lactose. A linha azul representa a
forma alfalactose (EYOCUQ) e a preta a betalactose (BLACTO).

BLACTO - B-lactose
EYOCUQ - a-lactose

e Mo A

10 15 20 25 30 35 4
2Teta(®)

Fonte: TITA, D. L. a partir de dados obtidos pelo CCDC.

Com isso, depois desse levantamento dos materiais empregados nas
discussfes dessa tese, segue um estudo sobre a difracdo de raios X, que é a técnica

gue norteia esse trabalho.
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1.5 O que sao raios X e sua funcionalizagcdo na caracterizacédo de

materiais

A partir das apresentagdes dos materiais que serdo analisados nesse trabalho,
a principal técnica a ser utilizada é a difracdo de raios X por pd, haja vista ser
amplamente empregada para a investigacdo da estrutura dos materiais.

A descoberta da difracéo de raios X data de 1912, por von Laue’s, que observou
gue os cristais difratavam o raio X e, assim, revelavam a estrutura do cristal. Em um
primeiro momento a difracdo de raios X foi empregada na determinacéo de estruturas
cristalinas. Mais tarde, utilizando o método de p0, outros usos foram desenvolvidos e
hoje é aplicada, ndo apenas na determinacdo de estruturas, mas para elucidar
problemas diversos como, analise quimica (identificacdo e quantificacao), stress de
superficie, estudos de equilibrio de fases, medidas de tamanho de particulas, para a
determinacao da orientacéo de cristais ou um conjunto de orientacdes, se pensarmos
em um agregado policristalino 47.

Os cristais podem ser definidos como um sélido formado por a&tomos, ions ou
moléculas ordenadas, a longo alcance, em um padréo periédico em trés dimensoes.
Por apresentarem esses arranjos atdmicos ordenados, os cristais se diferem dos
liquidos e dos gases. No entanto, nem todos os sélidos sédo cristalinos, um exemplo é
o vidro, que é amorfo e nédo possui arranjo regular dos &tomos que o compdem 4748,

As estruturas internas de um material cristalino funcionam como uma rede de
difracéo, em especial, divido aos espacamentos interplanares apresentarem a mesma
ordem de grandeza do comprimento de onda () utilizado nos estudos cristalograficos,
pelos raios X 4°.

Mas o que séo os raios X?
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Os raios X sado radiacdes do tipo eletromagnéticas, sendo assim, ndo sao
defletidos por campos elétricos ou magnéticos, pois ndo tem carga. Além disso,
apresentam comprimento de onda pequeno e alta energia (E > 12 eV). Se localizam
entre os raios y e o ultravioleta, no espectro de ondas eletromagnético, que pode ser
observado na Figura 12. Seu A se localiza entre 0,1 e 100 A, sendo que os mais
utilizados na cristalografia variam entre 0,5 e 2,5 A, uma vez que s&o da mesma ordem
de grandeza que 0s menores espacamentos interplanares observados nos materiais

organicos e inorganicos 4°.

Figura 12. Espectro de ondas eletromagnéticas. Os raios X se localiza na regido cinza, em
destaque, entre 0s raios y e o ultravioleta.

Raio X
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Comprimento de onda, A(m)

Fonte: TITA, D. L. %0

Os raios X em equipamentos convencionais, como os que foram utilizados
nesse trabalho, sdo gerados quando um elétron de alta energia colide contra um alvo
metalico (tubo de raios X) que pode ser de cobre (Cu), ferro (Fe), cobalto (Co) e

molibdénio (Mo), que funciona como um anodo “°.
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A nivel atbmico, onde o processo pode ser observado na Figura 13, um elétron
de alta energia, é ejetado de um filamento de tungsténio (W) sob elevada diferenca
de potencial elétrico, é acelerado contra um alvo metélico (a). Ao colidir com o metal,
um elétron da camada K € expulso na forma de fotoelétron (b), deixando nessa
camada uma vacancia. Depois, para preencher esse espaco, um elétron de maior
energia, do proprio metal, transita para a camada K (c), liberando assim, varios tipos
de energia (e.g. térmica) e dentre elas um foton de raio X, sendo que a energia desse
féton é correspondente a diferenca de energia entre as duas camadas envolvidas no
processo e, além disso é caracteristica de cada elemento quimico empregado na

confeccgao do alvo metalico.

Figura 13. Processo de geracao dos raios X a nivel atbmico.

Fotoelétron Féton de raio X
a) b) c) "
® [¢:] o) ’\
; o (=] ® o L ®
K o K K
o p :
' o L = L .
Elétron
com alta energia

Fonte: TITA, D. L. %0

No caso anterior, por ocorrer a ionizacdo de atomos do metal alvo, sdo gerados
os raios X conhecidos como raios X caracteristico. Esse tipo de radiacdo € sempre
dependente do elemento alvo 4°.

A parte continua do espectro (i.e. raios X continuo, radiacdo branca, radiacao
de freamento ou efeito Bremsstrahlung), que tem como origem a rapida desaceleracao
dos elétrons (i.e. de forma aleatéria) ao colidir com o alvo metdlico, é caracterizada
pelos desvios de trajetoria sofridos pelo elétron de alta energia ao interagirem com a
eletrosfera e os nucleos do material alvo, ndo ionizando o metal. Nesse caso, eles
perdem uma parte da sua energia cinética inicial por decorréncia de desvios sofridos,

que sdo convertidos em fétons de raios continuo 4°.
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Nos metais alvo utilizados na confeccéo de tubos de raios X, em condi¢des de
corrente e tensdo ideais de operacdo, os dois fendbmenos (i.e. raios X continuo e
caracteristico) ocorrem concomitantemente. Na Figura 14 é ilustrada uma curva de
espectro de emisséo de raios X. Os trés picos definidos sé&o provenientes dos raios X
caracteristicos e, sendo assim, sdo dependentes do elemento empregado na
confeccao do alvo metalico. Nesse espectro observa-se também os raios X continuos
que tém como origem a desaceleracdo que os elétrons sofrem por interagirem com as

eletrosferas e os nucleos dos metais, ao penetrarem no alvo 4.

Figura 14. O espectro gerado na emissao de raios X. Os trés picos definidos séo provenientes
dos raios X caracteristicos, sendo assim, séo especificos para cada metal utilizado como alvo.
A elevacgdo da linha de base, conhecida como raios X continuos ou efeito Bremsstrahlung é
originaria da rapida desaceleracéo ao penetrar o alvo.
Ko,

K(I.:

KB

Intensidade

Comprimento de onda, 2

Fonte: Adaptado de PECHARSKY, V, K.; ZAVALIJ, P. Y., 2005

Como os raios X caracteristicos estdo relacionados com o metal alvo, na
Tabela 5 sédo apresentados os metais mais comumente utilizados em tubos de raios

X, além dos seus respectivos comprimentos de onda.

Tabela 5. Os metais mais comuns utilizados na confeccdo de tubos de raios X e 0s seus
comprimentos de ondas carateristicos. Para esse trabalho, em especifico, foram utilizados
difratbmetros de raios X que tinham com metal alvo o cobre.

Material do Comprimento de onda, A (A)

Anodo Ka? Ko Koz KB
Cromo (Cr) _ 2,29105  2,28975(3) 2,293652(2) 2,08491(3)
ferro (Fe) 1,93739  1,93608(1)  1,94002(1) 1,75664(3)

cobalto (Co)  1,79030  1,78900(1) 1,792889(1) 1,62082(3)
cobre (Cu) 1,54187 1,5405929(5) 1,5441(2)  1,39225(1)
molibdénio (Mo) 0,71075 0,7093171(4) 0,71361(1) 0,63230(1)
Fonte: Adaptado de PECHARSKY, V, K.; ZAVALIJ, P. Y., 2005
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Para a obtencdo dos difratogramas, os equipamentos de raios X utilizam a
radiacdo Ko, haja vista sua maior intensidade em comparacdo as outras radiacfes
formadas. Em alguns caos sao utilizados filtros como, por exemplo, de niquel (Ni), que
apresenta borda de absorcdo K de 1,4881140(4) A ou de niébio (Nb) com borda de
0,653134(1) A, em difratdmetros de anodo de Cu e Mo, respectivamente, para

minimizarem a radiacédo continua e a contribuicdo do KB nas medidas 4951,

1.5.1 A lei de Bragg

A partir da constatacao de que os materiais cristalinos se comportam com uma
rede de difracdo para os raios X, pai e filho, Sir William Henry Bragg e William
Lawrence Bragg, em 1913, propuseram uma relacdo entre o angulo de difracéo
(dngulo de Bragg, 6), comprimento de onda (L), e as distancias interplanares (d),
através da equacédo abaixo que passou a ser conhecida como Lei de Bragg (equacéo
1) .

nA=2dsenb (1)

Onde n é um nUmero inteiro.
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Sendo que, quando a lei de Bragg é obedecida um pico, conhecido como pico
de Bragg, é observado experimentalmente, para isso a difracdo para um conjunto de
planos igualmente espacados (d) s6 pode ser observada experimentalmente em um
angulo especifico (0). Na Figura 15 a ilustracdo da lei de Bragg pode ser melhor
compreendida, ja que para um pico de Bragg ser observado, a diferenca de percurso
da onda que passa pelo ponto P em relagdo a que passa pelo ponto O deve ser igual

a um numero inteiro de comprimentos de onda.

Figura 15. Representacdo geométrica da lei de Bragg. A diferenca entre os caminhos
percorridos pelas ondas que passam pelo ponto P, em relagédo as que passam pelo ponto O,
devem ser iguais a um numero inteiro de comprimento de onda. Quando a lei de Bragg é
satisfeita um pico experimental é observado.

Ondas Ondas
Incidentes “refletidas”

Distancias d

Interplanares ‘ 7

Fonte: TITA, D. L.

O conceito da lei de Bragg se aplica para a difracdo de néutrons e de elétrons.
Em 1915, pai e filho foram laureados, pelos trabalhos de determinacédo de

estruturas cristalinas, com o prémio Nobel de fisica °.

1.5.2 Os difratogramas

A partir da lei de Bragg, quando a interferéncia das ondas que incidem no
material € refletida de forma construtiva, respeitando a equagéo, um pico € observado,
mas quais fatores fisicos descrevem a forma e a intensidade desse pico?

Basicamente, a forma do pico é uma convolucéo de trés fatores: alargamento
instrumental, espalhamento do comprimento de onda e as propriedades fisicas da

amostra 4°.
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O primeiro ponto a ser considerado é o fator de espalhamento atémico (f),
sendo que esse valor esta relacionado com o quanto um atomo pode espalhar os raios
X, a um certo angulo e comprimento de onda especifico. Assim, existem atomos de
maior poder espalhador e de menor #°.

O fator de espalhamento é parte de outra funcéo, que € o fator de estrutura. O
fator de estrutura (F), que é uma descricdo matematica da forma como um material
espalha a radiacao incidente, considera o quociente entre a onda espalhada por todos
0s atomos que compdem a cela unitaria de um cristal, levando em conta os diferentes
fatores de espalhamento f 4°.

Em suma, a intensidade, por definicdo é proporcional ao modulo ao quadrada
do fator de estrutura (|Fn|?), sendo que o h corresponde aos indices de Miller (i.e. h, k
e | que estdo relacionados com as posic¢oes interplanares), e refletem a densidade
desse planos, responsaveis pelas difracées, e 0 niumero atémico (Z) dos elementos
espalhadores #°.

Matematicamente, essa funcdo também chamada de fung&o pico-forma (peak-
shape function — PSF) é uma convolucdo de trés diferentes fungbes: alargamento
instrumental, Q, espalhamento do comprimento de onda, A, e fungdo da amostra, V.

A PSF pode ser representada pela equacéo 2 4°:

PSF (8) = Q(8) ® A(8) ® W(B) + b(6) 2)

Onde b é a funcdo background, que sera discutida mais adiante.

A funcao instrumental, Q, é influenciada por varios parametros geométricos
como, o local e a geometria da fonte, presenca ou ndo de monocromador(es),
configuragbes de fendas e textura/altura da amostra. A fungcdo do espectro de
espalhamento de onda, A, explica a distribuicdo dos comprimentos de onda da fonte
gue varia de acordo com a sua natureza e a técnica empregada em sua
monocromatizagao. Finalmente, a fungdo da amostra, ¥, tem como origem varios
efeitos, sendo o primeiro o espalhamento dinamico, ou desvio do modelo cinematico,
conhecido como largura de Darwin, que causa um pequeno alargamento nos picos de
Bragg. O segundo € determinado por uma propriedade intrinsicamente fisica da
amostra: tamanho médio de cristalito e microdeformacdo. Por exemplo, quando o

cristalito é muito pequeno (geralmente menor que ~ 1 um) e/ou apresenta fenémeno
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de deformacdo, as larguras dos picos de Bragg resultantes podem aumentar
substancialmente 4°. Mais adiante, na Figura 22, esse fendmeno pode ser observado
pela variagdo dos valores simulados para o tamanho médio dos cristalitos.

Vale ressaltar que, ao contrério das fungbes de espalhamento instrumental e
do comprimento de onda, o efeito de alargamento induzido pelo estado fisico da
amostra pode ser de grande interesse para a caracterizacdo de materiais. Assim, o
tamanho médio de cristalito (Lvol) € a microdeformagéao (€) no alargamento do pico de
Bragg (B, FWHM - full width at half maximum, em radianos, ja& com a corregédo
instrumental = largura integrada) podem ser descritos por aproximacao, da seguinte

mateira 4°:

®3)

B(O) =

Ly,o; . cosO

@)
B(O) =

. cosB
Onde k é constante de Scherrer.

E importante notar que B, nas equacdes 3 e 4, ndo é a largura total do pico de
Bragg, mas sim um excesso proveniente da convolugdo de todos os efeitos
instrumentais que causam o alargamento. Sendo que o alargamento instrumental
pode ser estabelecido medindo um material padrdo sem microdeformagcdo e com

tamanho de cristalito grande, nas mesmas condicdes experimentais 4°.
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1.5.3 Os difratdbmetros

Os difratbmetros, também conhecidos como equipamentos de difracdo de raios
X, sdo basicamente constituidos por um sistema de geracdo de raios X, no caso 0s
tubos de raios X, com foi discutido acima, além da 6tica, antes do feixe interagir com
a amostra, o sistema que acomoda o porta amostra, onde a difracdo ocorre, a 6tica
posterior a amostra, o detector e uma central que, na maioria dos equipamentos, além
da coleta dos dados, controla os parametros utilizados na medida (e.g. passo e
velocidade).

Como os tubos de raios X produzem um feixe divergente, € necessario a
utilizacdo de fendas Soller para a correcdo da divergéncia axial, além de fendas de
divergéncia e recepc¢édo para se obter uma maior resolucdo do instrumento °'.

A fenda de divergéncia, que opera antes da amostra, tem como func¢éo limitar
a divergéncia angular do feixe, por meio de um sistema de abertura. Em geral, ela
estreita o espalhamento vertical do feixe, e “focaliza” a regido que os raios X irdo
interagir com a amostra 5152,

As fendas Soller limitam a divergéncia axial do feixe, espalhamento horizontal.
S&o constituidas de um conjunto contendo varias placas paralelas e se localizam uma
antes e uma depois da amostra 5152,

A fenda de recepcdo é uma barreira que limita a radiacdo que incide no

detector, sendo assim, esta relacionada com a resolucéo e intensidade do pico 552,

1.6 O método de Rietveld

O método de Rietveld >354 (MR) é um método de refinamento de estruturas de
materiais cristalinos na forma de pé, fazendo uso de dados de difracdo de raios X ou
de néutrons, e que tem como objetivo reduzir a diferenga entre um padréo de difracéo
observado e um padréo calculado.

O padréo calculado é baseado em um modelo de parametros das estruturas
cristalinas (cela unitaria, posicdes atbmicas, deslocamentos atdbmicos e ocupacao
atdbmica), instrumentais (largura de fendas, fatores de Lorentz e de polarizacao,
radiacdo de fundo e comprimento de onda) e caracteristicas fisicas da amostra

(tamanho de cristalito e microdeformagéo) 545557,
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Os padrdes de DRXP de materiais cristalinos podem ser considerados como
colecOes de perfis de reflexfes individuais (picos), cada um com uma posicédo e uma
area integrada que é proporcional a intensidade de Bragg, In, onde h s&o os indices
de Miller, h, k e I. Além disso, In é proporcional ao quadrado do valor absoluto do fator
de estrutura, | Fn |2 5458,

Para uma unica fase, as intensidades calculadas y. sdo determinadas a partir
dos valores de | Fn |? calculados através do modelo estrutural, pela soma das

contribuicdes das reflexdes possiveis de Bragg mais a contribuicdo do background:
54,58

2 (5)
Yei = Dpsi SZ]h Lpy |Fpl Gpi ap; Py + yp,
7

Onde:

@rsi = correcao da rugosidade superficial no ponto i,

S = fator de escala,

Jh = multiplicidade da reflexao,

Lpn = fator de Lorentz e de polarizacéo,

Fn = fator de estrutura,

Ghi e ani = funcéo de perfil e da assimetria na posicéo i-esima,
Pn = funcao para a correcéo da orientagéo preferencial,

Ybi = € a intensidade do background na posicao i-ésima.

Considerando mais fases, tem-se a equacéo 6 .

2 (6)
Yei = Dosi st z]hc) Lpng |Frgl Ghgi Qngi Prp + Ybi

? ho

As particulas presentes em uma amostra apresentam uma distribuicdo
aleatoria, entdo a rugosidade superficial deve ser tratada como uma caracteristica
total da amostra, e ndo de uma fase especifica. Por isso que ela ndo é incluida na

somatoria da equacéao 8.
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Varias reflexdes de Bragg podem contribuir para a intensidade observada (y;),
em qualquer ponto i do padrdo e a segunda somatoria (Zhd) também leva em
consideracdo essa sobreposicdo dos picos, podendo ser da mesma fase como de
varias fases.

Assim, finalmente, relacionando a intensidade calculada (yc) com a intensidade
observada (y;) obtém-se, pelo método de minimos quadrados, a equacao residuo Sy
(equacéo 7):

(7)
Sy = zwi(yi - yci)2
i

Onde:

wi = 1/yi (peso),
yi = intensidade observada no passo i,
Yei = intensidade calculada no passo i.

1.6.1 Os indices R’s de monitoramento dos refinamentos

Com os indices R’s € possivel acompanhar a convergéncia dos refinamentos,
haja vista seu numerador ser a prépria equacao do residuo Sy (vide equacao 7). No
mais, ao se empregar o método de Rietveld é importante que o usuario sempre avalie
a razoabilidade guimica do modelo e analise criticamente os gréaficos obtidos para o
refinamento, j& que dessa maneira o0s problemas podem ser mais facilmente
identificados ®2.

Como primeiro indice, segue 0 Rgragg (€quacao 8), que analisa a qualidade do
modelo refinado da estrutura cristalina. Ele opera a partir das intensidades integradas
dos picos observados (In) e calculados (Inc), sendo que h, faz referéncia aos planos
de Miller %8,

R _ 2nlIp — Incl )
Brags = Yl
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O Rwp (weighted profile R-factor), apresentado na equacgéo 9, analisa se o
refinamento esta convergindo ou néo. Assim, no final do refinamento é provavel que

ele ndo esteja mais variando, o que significa que um minimo foi atingido 8.

1 9)
Xiw(y; — yci)2>2
XiWi )’%

Ry, = 100.(

O Rexp (expected R factor), apresentado na equacdo 10, é o valor
estatisticamente almejado para o Rwp, sendo que N € o nimero de pontos utilizados
no refinamento e P € o numero total de parametros refinados. Este indice seria como

“o melhor valor” para o Rwp *°.

1
N-P 1z 4o
R ]

exp Yiwi(y)?

A relacdo entre 0 Rup € Rexp resulta no GOF (goodnes of fit), apresentado na
equacao 11, sendo assim, valores menores que 1,0 podem significar que o modelo
contém mais parametros refinados do que se pode justificar pela qualidade dos dados.
Para valores iguais a 1,0 significa que o Rwp atingiu o valor estatisticamente esperado.

No final de um refinamento, espera-se que o GOF seja proximo de 1,0 %8,

1)
GoF=S= 2= Bwp _ [ZWi0i— ye)®
Rexp N-—-P

Por fim, a estatistica d de Durbin-Watson (d-DW) ¢, apresentada na equacéo
12, tem uma relagédo com a correlagdo serial dos parametros envolvidos nas medidas.
Um resultado préximo a 2 significa que as correlagdes tém baixa significancia
estatistica. Um resultado abaixo desse valor indica que o desvio padrédo foi
subestimado e, assim, ndo representa o desvio padrao obtido pela repeticdo do

experimento.
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12(AY; — AY;_q) (12)

Onde:
AYi=Yi- Vi

Andlise quantitativa de fases (AQF) 6!, apresentada na equacdo 13, é uma
funcéo que quantifica as fases cristalinas e identificas (i.e. estdo sendo refinadas) de
um difratograma, sendo assim, é importante que tudo esteja devidamente identificado
e que se tenha um bom ajusto do perfil calculado para se ter uma melhor precisdo dos
resultados obtidos.

A proporcdo em massa W, da fase p, cuja quantidade sera determinada € dada

por:

_ Sy(Mv), (13)
P LiSi(MV),

Onde:

Si = fator de escala da fase i-ésima,
M = Massa da cela unitaria em unidade atbmica de massa,
V = Volume da cela unitaria.

1.6.2 O refinamento sequencial e paramétrico pelo método de Rietveld

A pratica mais comum no refinamento por método de Rietveld é ajustar um
modelo estrutural a uma Unica medida de difracdo. Porém essa nédo é a Unica opg¢éao,
podendo-se também combinar outros dados de difracdo de raios X (convencional e

/ou sincrotron) e/ou de néutrons 263,
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O método de Rietveld % é empregado na andlise de dados de difracéo de raios
X por pb, em especial, para identificar e quantificar fases cristalinas 1. A literatura
contempla vérios casos em que o método foi aplicado diretamente na anélise de
farmacos e excipientes. Para os refinamentos sequencial e/ou paramétrico a literatura
€ bem escassa, especialmente, devido as dificuldades de se preparar a programacao
dos experimentos e de se obter bons dados de difracao.

A evolugdo do método de Rietveld é refinamento sequencial por Rietveld
(RSR), onde vérios conjuntos de dados passam a ser analisados de forma simultanea
em funcdo de uma variavel externa (néo cristalogréafica) (e.g. temperatura, pressao,
tempo ou ambiente quimico). Neste caso € possivel refinar os parametros
relacionados a estrutura cristalina de forma sequencial, em funcéo do parametro nao
cristalografico a fim de identificar a relacédo entre a estrutura cristalina e o parametro
externo. Com os resultados obtidos pelo RSR é possivel descrever funcdes que regem
a evolucgdo dos parametros cristalograficos em funcédo das variaveis externas ©°.

Com as funcdes obtidas com os resultados do RSR realiza-se o refinamento
paramétrico pelo método de Rietveld (RPR), o qual oferece uma série de beneficios
em comparacao a analise independente sequencial (RSR). Ele pode levar a uma
maior precisdo dos parametros refinados oferecendo a possibilidade de aplicacéo de
modelos fisicamente realistas, que podem ter sido obtidos a partir do RSR ou ja
determinados na literatura. Além disso, permite a determina¢do de quantidades “néo
cristalograficas” como, por exemplo a calibracdo da temperatura a partir de dados de
difracdo 6. Outro fato interessante é que pode ajudar a evitar falsos minimos ©°.

Um exemplo de aplicacdo do refinamento paramétrico por Rietveld foi
apresentado por John S. O. Evans no estudo das transicfes polimorficas e analise
quantitativa de fases do triéxido de tungsténio (WOs3) .

O WOs, em processo de resfriamento, sofre uma série de transi¢des de fases.
Sendo assim, para o experimento in situ de difracdo de raios X por p6, uma amostra
predominantemente monoclinica (P21/n) foi resfriada de 300 K a 90 K 67,

Na Figura 16 € possivel observar os resultados obtidos, via refinamento de
Rietveld independente, para as fragGes de fases, em (a), que transitam por P21/n, P1
e Pc, além dos volumes de cela unitaria, em (b).

Nesse caso, para o conjunto total de 100 dados observados, foram utilizados
91 parametros para o refinamento de cada medida, exigindo um total de 9100

parametros refinados .
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Um fato importante de se observar é que a amostra de partida continha
predominantemente o polimorfo de grupo espacial P2i1/n e devido a grande
sobreposicao dos picos referentes as fases, nessa metodologia de refinamento
independente, € possivel que uma estrutura “nao ideal” se distor¢a para ajustar os
refinamentos, gerando assim um resultado que ndo condiz com a realidade do
sistema. Embora a predominancia do P21/n, o0 modelo estrutural P1 que possui mais
graus de liberdade, pode se distorcer para se adequar aos dados experimentais,
assim a analise quantitativa de fases de uma mistura desse tipo apresenta elevado

grau de dificuldade .

Figura 16. Resultados obtidos via refinamento de Rietveld independente para a amostra WOs.
Em (a) a fracdo das fases identificadas e quantificadas (P2:/n, P1 e Pc) e em (b) o volume das
celas unitarias. Em algumas regides (e.g. 180 a 200 K) os resultados apresentam
descontinuidade e em uma andlise mais minuciosa, préximo a temperatura inicial (300 K),

devido a complexidade do refinamento, houve uma inversao da fase que era dita como
majoritaria (P2:/n) pela fase P1.

100

: (a)

80
70

o0 Sttt
——P21,n %
&b )

o—-P-1%

40 | x—Pc%

Y
io- ;}(\‘—-—-—___

0

Fragcao das fases

Volume de cela unitaria (A3)

|
|
20 140 190 240 200

Temperatura (K)

Fonte: Adaptado de John S. O. Evans 7.

E claro que a partir da figura acima a evolugéo das fracdes das fases refinadas
em funcdo da temperatura faz pouco sentido quimico, pois é extremamente
improvavel, por exemplo, ocorrerem alteracdes abruptas do tipo que séo vistas por
volta de 190 K. Isso, segundo Evans, sugere que os refinamentos encontraram falsos
minimos, significando que essa n&o é a melhor abordagem ©7.

Na Figura 17 os mesmos dados foram refinados via refinamento paramétrico
por Rietveld, onde os parametros de cela unitaria das trés fases foram modelados pela

seguinte equacéao:
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€1 (24)
a(l) =a(T=0)+ ———
exp (—761) -1

Onde a(T) é a aresta a da cela unitaria na temperatura T, a (T = 0) € 0 a na
temperatura zero, c1 uma constante e 8o angulo de Bragg.

Assim, como resultado, observam-se que as fases variam de forma mais suave
em relacéo a variacdo de temperatura, o que atribui ao experimento um maior sentido
quimico, sendo que esses valores também corroboram com a analise de difracédo de

néutrons que esta inserida na Figura 17 (a - lado direito).

Figura 17. Resultados obtidos via refinamento paramétrico por Rietveld para a amostra WOs.
Em (a) a fracdo das fases identificadas e quantificadas (P2:/n, P1 e Pc) e em (b) o volume das
celas unitarias.
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Fonte: Adaptado de JOHN S. O. EVANS ¢7,

E bem estabelecido que através da realizacéo de estudos de difracdo de raios
X em funcdo de uma variavel externa (temperatura, tempo, pressao ou ambiente
quimico) se pode aprender mais de um sistema do que a partir de um uanico
experimento de difracdo. Os exemplos sdo numerosos e incluem estudos de
transicdes de fases, magnetismo, monitoramento de reac¢fes quimicas e forca e
torcoes intermoleculares ®°. Em alguns casos é possivel obter informagbes “ndo
cristalograficas”, que significam informacgdes além de coordenadas fracionarias, sitio
de ocupacéo e parametros de descolamento atdbmico, como frequéncias vibracionais,
expansao térmica de parametros, energia de ativacdo, mecanismos de reacao, dentre
outras. Tais aplicacbes tém crescido em especial no campo da difracéo de raios X por
po devido a melhora das fontes de alta intensidade e detectores e, assim, em um

tempo curto é possivel realizar medidas de melhor qualidade ©°.
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Nesse trabalho serdo estudadas as transicdes polimorficas que envolvem o
farmaco espironolactona (SPR) e os excipientes cristalinos lactose monoidratada
(LACMH) e lactose anidra (LACA), por difracdo de raios X por pé sob influéncia de
temperatura, empregando, de forma inédita para produtos farmacéuticos e que esta
comecando a ser difundida na area de materiais, no Brasil, o refinamento sequencial
e 0 paramétrico pelo método de Rietveld. Além disso, o estudo é de grande
importancia para a industria quimica-farmacéutica pois o conhecimento dos materiais
envolvidos na producao e sua estabilidade, da comercializagdo até o momento do uso,
€ necessario para que medicamentos adequados, de melhor eficiéncia, sejam

produzidos.
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2 MOTIVACAO

Em estudos passados °°¢8 observaram-se que algumas formas farmacéuticas
sélidas de espironolactona, que foram adquiridas em drogarias ou disponibilizados
pela rede publica de saude, apresentavam variagbes e/ou misturas de fases
polimorficas do principio ativo, tanto forma hidratada, quanto anidra. Acreditando que
essas variacdes poderiam ter sido causadas durante o armazenamento em condi¢cdes
nao adequadas, jugou-se interessante estudar esse farmaco e, de forma especial qual
€ 0 seu comportamento cristalografico e de transi¢éo polimorfica quando submetido a
ensaios de difracdo de raios X por p6 com variacao de temperatura.

Ja no caso dos excipientes estudados, tomou-se como base o comprimido de
espironolactona de referéncia de 25 mg (Aldactone, produzido pela Pfizer®), que
apresenta como excipiente cristalino alfalactose monoidratada em sua composicéo .
Sendo assim, a partir de um estudo da alfalactose monoidratada entende-se que
dependendo dos processos envolvidos na producdo, interacbées com outros
componentes da formulacdo ou influéncia do ambiente externo durante o
armazenamento, algumas transi¢coes indesejadas podem ser observadas.

Com isso, em suma, para compor as discussdes desse trabalho partiu-se de
um farmaco ja estudado anteriormente que apresentou desvio de formulagédo: o
principio ativo cristalino espironolactona (SPR), e, com base no medicamento de
referéncia de 25 mg, que apresenta como excipiente cristalino a alfalactose
monoidratada, suas variacdes, como, a prépria alfalactose monoidratada (LACMH) e
lactose anidra (LACA).

No geral, esse trabalho tem grande potencial de interessante tanto para
industria quimica-farmacéutica, quanto para a comunidade cientifica, em geral, pois a
partir dele desenvolveu-se um sistema do tipo facilite (i.e. Planilha SP-DLT) que auxilia
na rotina de programacao para o refinamento sequencial por Rietveld e o refinamento

paramétrico por Rietveld.
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3 OBJETIVOS

Objetivo global:

- Andlise e interpretacdo das transformacdes de fases polimérficas e das
variacbes dos parametros de cela unitaria, via difracdo de raios X por pé com o
emprego dos refinamentos sequencial e paramétricos pelo método de Rietveld, de

excipientes e principio ativo por decorréncia da imposi¢céo de temperatura.

Objetivos especificos:

- Estudar as transicfes de fases dos materiais de partida (i.e. o principio ativo
espironolactona (SPR), e os excipientes lactose monoidratada (LACMH) e lactose
anidra (LACA)), via dados de difracdo de raios X por p6 com variacdo de temperatura
(i.e. temperaturas crescentes) e desenvolver metodologia para auxiliar a rotina de
programacao para o emprego dos refinamentos sequencial e paramétrico pelo método
de Rietveld.

- Empregar o refinamento sequencial por Rietveld de forma a gerar
interatividade entre as medidas obtidas, em especial, para os parametros de cela
unitaria.

- Com os resultados obtidos via refinamento sequencial, analisar esses
resultados e atribuir fungdes matematicas que modelem esses parametros e, a partir
dessas funcdes, emprega-las no refinamento paramétrico por Rietveld com o objetivo

da parametrizacdo das celas unitarias para se obter resultados mais realistas.
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4 MATERIAIS E METODOS

Nesse item, serdo apresentados os materiais que fizeram parte das discussoes
desse trabalho, os bancos de pesquisa utilizados para extrair informacdes pertinentes
sobre fases polimérficas e caracteristicas dos parametros de cela unitaria desses
materiais e, despois disso, serdo descritas as técnicas, 0s equipamentos e as
metodologias empregadas nas caracterizacfes (i.e. cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas, microscopia eletrbnica de varredura de alta resolucao,
espectroscopia de energia dispersiva, analise térmica, difracdo de raios X por po,
difracéo de raios X com variagao de temperatura in situ e o refinamento de Rietveld,

sequencial e paramétrico).

4.1 Recebimento e preparacao dos materiais

Todos os insumos farmacéuticos utilizados neste trabalho de doutorado: (i)
espironolactona (SPR), (ii) lactose monoidratada (LACMH) e (iii) lactose anidra
(LACA), foram obtidos diretamente de industrias farmacéuticas, via doagéo, sendo
assim, ao serem recebidos no laboratério foram observadas as datas de validade, se
nao houve violacdo dos involucros e, sempre respeitando as recomendacdes feitas
pelo fabricante, foram mantidos em local adequado. Na Tabela 6 estdo as siglas

utilizadas nesse trabalho para especificar esses materiais.

Tabela 6. Insumos farmacéuticos utilizados no trabalho e a suas respectivas siglas.

Nome Sigla
Espironolactona SPR
Alfalactose monoidratada LACMH
Lactose anidra LACA

Fonte: TITA, D. L.

Para padronizar os materiais de partida, foram tamisados, um a um, em tamis
de 200 mesh (i.e. selecdo de grédos menores que 75 pum, que segundo a Farmacopeia
Brasileira 26 é classificado como p6 finissimo) da marca Bertel IndUstria MetalUrgica
Ltda. Por se tratarem de solidos na forma de pds foi necessério, para facilitar a
passagem dos materiais pela malha da peneira, 0 emprego de pinca metalica e pincel

de cerdas macias.
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Esse procedimento, visando as andlises de difracdo de raios X por po, é
importante para que um controle do tamanho médio dos grdos seja mantido (i.e.
amostra homogenia), facilitando assim, na acomodacao dos materiais para a leitura
por difracdo e evitando problemas relacionados a contribuicdo da amostra por
apresentar granulometrias diferentes (i.e. ndo apresentar uma superficie regular e,
assim, causar com, por exemplo, deslocamento de picos).

Apés a tamisacdo foram fracionados em recipientes de plastico de 2,5 mL,
devidamente rotulados, com a tampa selada por Parafiim M®.

4.2 Reviséao bibliografica das estruturas

Realizou-se um levantamento bibliografico no banco de dados das “Bases de
Estruturas Cristalinas”, disponibilizado pela Capes ©°, através do software ConQuest
Version 1.17 7% e do Mercury CSD 3.5.1 1, ambos da The Cambridge Crystallographic
Data Center (CCDC) "%, especificos para estruturas cristalinas, a fim de se obter
informacdes estruturais dos materiais no formato CIF (Crystallographic Information
Framework), além de dimensdes de cela unitaria, formas polimorficas e o grupo
espacial.

A revisao bibliografica foi uma atividade continua desde a confec¢éo do projeto
de doutorado até a versao final desse texto.

Como base de dados para a busca de artigos e patentes, dentre varias que sao
disponibilizadas pela Capes, utilizou-se o Web of Science™ e para organizacao das
referéncias o Mendeley V. 1.16.3.

4.3 Cromatografia liquida e espectroscopia de massas (LC-MS)

Para a amostra de SPR, partindo de aproximadamente 1 mg do material,
realizou-se uma solugédo com 50 % de &gua destilada e 50 % de acetonitrila, assim
como referenciado pela Farmacopeia Brasileira 26. Apés a solucédo foi filtrada com
auxilio de uma seringa de plastico e um filtro da marca Exacta de 0,22 um de tamanho
de poro.

Com a amostra ja solubilizada, utilizou-se o cromatografo liquido (LC) da marca
Shimadzu LC-10A/C-47A equipado com trés bombas LC 10AT, injetor automatico SIL
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10AF e detectores de UV-visivel SPD 10A e fluorescéncia RF 10A, para a realizacao
da anéalise em 238 nm de comprimento de onda, assim como descrito pela
Farmacopeia 5.

Para a espectroscopia de massas utilizou-se um equipamento constituido por
um cromatografo liquido ultrarrapido prominence (UFLC) da marca Shimadzu
composto por duas bombas LC 20AD, detector de UV-visivel modelo SPD 20A, injetor
automatico modelo SIL 20AHT e um espectrémetro de massas com ionizagao por
eletrospray (ESI) da marca Bruker modelo Amazon SL.

4.4 Microscopia eletronica de varredura de alta resolucao (MEV-
FEG)

O equipamento utilizado para a obten¢&o das imagens foi um Jeol JSM 7500F,
gue é um microscopio eletrénico de varredura de emissédo por campo (MEV-FEG),
instalado no Laboratério de Microscopia Avancada (LMA) do Instituto de Quimica-
UNESP.

Para essas analises, todas as amostras apresentadas nesse trabalho foram
acomodadas em stubs de latdo com o auxilio de fita dupla face de carbono.

Devido as amostras ndo serem condutoras, 0 que causa um grande
carregamento nas imagens de MEV-FEG decorrente da dificuldade em escoar
elétrons da superficie, foi necessario o recobrimento por evaporacédo de 1 fio de
carbono, gerando uma cobertura de aproximadamente 5 nm de espessura em
equipamento da marca Bal-Tec SCD 050 Sputter Coater.

Foram obtidas, em média, 30 imagens em diferentes magnificagdes, para cada
amostra. O modo de operacéo foi por elétrons secundarios em Low Magnification
(LM), que é uma condicdo de operacdo que a lente objetiva do microscopio fica
desligada, o feixe tem uma opcéo de ajuste sendo que este modo € mais apropriado
para magnificagbes menores que 1.000x, e em SEM, que é o modo comumente

utilizado para varredura.
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4.5 Espectroscopia de energia dispersiva (EDS)

Para as medidas de EDS utilizou-se uma aceleracdo de voltagem em 5,0 KeV
e um tempo vivo de 5 minutos, através de um detector da Thermo Fisher Scientific
Ultra Dry, acoplado ao canhdo do MEV-FEG, ja descrito no item anterior, e o software

de operacdo NSS 2.3, também desenvolvido pela Thermo.

4.6 Analise térmica

Para os estudos de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) foi utilizada
aproximadamente 1,5 mg da amostra SPR e da LACMH, em cadinho de aluminio, sob
atmosfera de N2 (40 ml min') e taxa de aquecimento de 10 °C min?, em um
equipamento da TA Instruments 2910 MDSC.

Para a analise termo gravimétrica (TGA) foi utilizada aproximadamente 2,0 mg
da amostra SPR, LACMH e LACA, em cadinho de aluminio, sob atmosfera de N2 (100
ml min?!) e taxa de aquecimento de 10 °C mint, em um equipamento da TA
Instruments SDT Q600.

Além disso, no caso de amostra de SPR foi necesséario um tratamento térmico
para elucidar a mudanca de fase polimorfica, sendo assim, utilizou-se uma estufa da
marca Quimis por quatro horas a 165° C. Depois, apds tratamento, a amostra foi

medida novamente via DRXP e os resultados foram observados.

4.7 Difracao de raios X por p6 (convencional e com variacao de

temperatura)

Para a obtencdo dos dados de difracdo de raios X por po, utilizou-se um
difratdmetro de raios X convencional localizado no Instituto de Quimica — UNESP, de
Araraquara, e para 0S ensaios com temperatura realizaram-se medidas na
Universidade de S&o Paulo (USP), na cidade de S&o Carlos-SP, na Universidade
Federal de Juiz de Fora (UFJF), em Juiz de Fora-MG e no centro de aplicagbes da
Bruker, em Atibaia-SP. Todas essas coletas foram necessarias para se encontrar a

melhor condicédo de obtencédo dos dados que compdem essa tese.



75

O difratbmetro convencional empregado foi da marca Rigaku modelo RINT2000
com anodo rotatorio de cobre, fendas Soller de 2,5 °, mascara horizontal no feixe
incidente de 5 mm, faca de limitacao do feixe direto em 1 mm de altura em relagéo a
superficie da amostra, fenda de recep¢do de 8 mm, filtro de niquel para barrar a
radiacdo K3, amostra girando em 15 rpm e detector linear D/teX Ultra 2 da Rigaku.

A amostra, em po, foi acomodada com o auxilio de uma espéatula e de uma
lamina de vidro, a fim de se obter uma superficie lisa e nivelada a geometria do
goniébmetro, sobre um porta amostra de vidro. Da forma que a amostra foi depositada
no porta amostra é grande a probabilidade de existéncia de orientacdo preferencial
durante as medidas.

No caso da amostra SPR, ap6s um ano do primero difratograma, outra medida
foi realizada, nas mesmas condi¢cdes, para elucidar possiveis transicdes por

decorrencia do tempo de estocagem.
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Para conhecer melhor o modelo de difratbmetro utilizado nesse trabalho, segue
abaixo uma breve descricao.

O tipo de geometria Bragg-Brentano intrinseca que o equipamento da Rigaku
utiliza para a realizacdo das medidas € a 6 - 20. Nesse caso o tubo de raios X se
mantém fixo e o porta amostra e o detector se movem, 0 e 20, respectivamente, para

obedecerem a lei de Bragg.

Figura 18. Difratbmetro convencional da marca Rigaku, modelo RINT 2000. Esse
equipamento foi empregado na coleta de dados para a composicdo dessa tese, sendo assim,
segue a descricdo, para o conhecimento, de algumas partes importantes, além das
especificagbes de algumas configuracdes utilizadas: (1) tubo de raios X com anodo rotatorio
de cobre, (2) fenda Soller de 2,5 °, (3) mascara de 5 mm, (4) fenda de divergéncia de 0,25 °,
(5) faca em 1,0 mm de altura, em relacdo a superficie da amostra, (6) fenda de recepcao de
8 mm, (7) Soller de 2,5 °, (8) filtro de niquel, (9) detector linear D/tex Ultra 2 da Rigaku e (10)
carrossel automatico para a troca rapida de amostras.

LteX ra

Fonte: TITA, D. L.

O equipamento para as medidas de amostras puras de espironolactona,
alfalactose monoidratada, lactose anidra e de misturas desses compostos, foi um
difratbmetro da marca Bruker modelo D8 Advance com anodo de cobre e sistema de
aguecimento in situ, fendas Soller de 2,5° de divergéncia, fenda de divergéncia de
0,2°, com filtro de niquel para barrar a radiagdo Kp, detector linear Lynxeye XE,

disponibilizado pela prépria Bruker Brasil em seu centro de aplicacdes em Atibaia-SP.
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O equipamento da Bruker apresenta um forno de platina para o aquecimento in
situ de amostras, sendo que esse aquecimento pode ser feito, em fluxo de gas redutor,
oxidante, sob vapor de agua ou ar ambiente.

O tipo de geometria Bragg-Brentano intrinseca para a realizacdo das medidas
de temperatura é a 6 - 6, haja vista para deixar a amostra, que fica sobre o forno de
platina o mais sem vibragcdo possivel, o equipamento foi projetado para que o forno
figue estatica durante toda a coleta de dados e, assim, para obedecerem a lei de

Bragg, o tubo de raios X e o detector se movem, ambos a um angulo 6.

Figura 19. Difratbmetro com sistema de aquecimento de amostras da marca Bruker, modelo
D8 Advance. Esse equipamento foi empregado na coleta de dados para a composicao dessa
tese, sendo assim, segue a descricdo, para o conhecimento, de algumas partes importantes,
além das especificacbes de algumas configurag@es utilizadas: (1) tubo de raios X com anodo
de cobre, (2) sistema colimacéo do feixe incidente: fendas Soller de 2,5° de divergéncia e
fenda de divergéncia de 0,2°, (3) forno de platina que funciona como porta amostras e que
pode ser melhor observado no ampliag&o localizada no canto inferior direito da imagem, (4),
Soller de 2,5° e filtro de niquel e (5) detector linear Lynxeye XE.
s v

< My o

Fonte: TITA, D. L.
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4.8 Identificacao das formas cristalinas presentes em cada

temperatura

Os difratogramas simulados dos possiveis polimorfos encontrados no banco
CCDC foram plotados e seus picos mais intensos foram usados para identificar, nos
difratogramas experimentais, as formas cristalinas presentes nas amostras
analisadas.

Para essa identificacao foi gerado um grafico de superficie (ou 3D) com todos
os dados de cada experimento onde foi possivel, além de identificar os polimorfos
presentes, também identificar as regibes de transicdo de fases. Os graficos de
superficie e 3D foram obtidos com o Topas Academic v6 2> e JST-XRD Multi 3. A
Figura 20 exemplifica como as analises foram realizadas com esses softwares.

Nos dois tipos de graficos é possivel observar como o material se comporta
com a variacao de temperatura. No de superficie (b) as cores sdo empregadas para
facilitar a compreensao dos difratogramas, pois quanto maior for a intensidade do pico
(i.e. maior contagem) mais elas se aproximam do vermelho, j& no caso de baixa
intensidade os tons sdo mais voltados para cores frias, como o0 azul. Nesse caso é
como se estivéssemos vendo os difratogramas por cima e, entre 0S seus

espacamentos, preenchidos, por decorréncia da interpolagédo das curvas.
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Figura 20. Exemplos de difratogramas de raios X obtidos em diferentes temperaturas
construidos via Topas v6 (a - b) e JST-XRD — Multi (c). Esses tipos de gréficos (superficie =
b e 3D = a e c) norteiam na identificagdo prévia das fases presentes e como essas evoluem
com a variagdo de temperatura, sendo, também, possivel identificar essas novas fases e em
guais temperaturas elas aparecem. No grafico de superficie (b) as intensidades dos picos séo
apresentadas por decorréncia de cores, assim o azul representa regides de baixa contagem

e as vermelhas os picos mais intensos.
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Fonte: PAIVA-SANTOS, C. de O., via Topas v 6 /2 e JST-XRD-Multi /3.

Assim, foram identificadas as temperaturas de inicio e fim de cada transicao

observada.
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4.9 A metodologia de refinamento aplicada aos refinamentos

sequencial e paramétrico com o método de Rietveld.

No fluxograma da Figura 21, pode-se entender melhor como os experimentos
(i.,e. RSR e RPR) foram realizados.

Primeiramente, a partir de um conjunto de dados de difracdo de raios X por po,
com variacdo de temperatura, realizou-se 0 RSR utilizando uma interatividade entre
os parametros de cela unitaria, sendo assim, os parametros de uma dada temperatura
séo provenientes dos resultados obtidos no refinamento da temperatura anterior.

Depois disso, com a analise matemética dos resultados obtidos para os PCU
provenientes do RSR, encontram-se as funcbes que regem a regressdo desses
parametros e, com essas fun¢des, que operam como agente modelador, os PCU séo
parametrizados no RPR.

Dependendo do material estudado, que nédo foi o caso desse trabalho, é
possivel encontrar na literatura modelos tedricos que, assim, jA ndo seria mais
necessario o emprego do RSR para a extracdo dessas equacdes.

Em suma, o RSR tem como funcionalidade encontrar equagdes que regem
alguma variavel refinavel passivel de parametrizacdo, como no caso em questao 0s
parametros de cela unitaria e, a partir dessas equacdes parametrizar essas variaveis
no RPR.
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Figura 21. Sequéncia empregada, a partir de um conjunto de dados com variacdo de
temperatura, para o0 RSR e o RPR. Primeiramente emprega-se o RSR e, com o0s resultados
obtidos, matematicamente s&o propostas equacdes que regem esses pontos, sendo que
essas equacdes sdo empregadas como agente modelador (i.e. tem a fungcéo de parametrizar
0s PCU) no RPR.

Conjunto de dados
DRXP
A Modelo
Tedrico
Refinamento
sequencial
por Rietveld
(RSR)
Interatividade
dos paradmetros
Obter uma .
F
funcao que tuneao
rege os PCU Agente modelador

Fonte: TITA, D. L.

No atual estudo foram utilizados os softwares Topas Academic v. 5, para 0s
refinamentos por Rietveld convencional, sequencial e paramétrico e v. 6, para a
confeccéo das figuras de transicdes (e.g. Figura 35), de Alan Coelho 7472,

Esse programa permite analises de dados de difracdo de pd através de
refinamentos de um modelo de parametros pelo método de Rietveld. O Topas
Academic utiliza arquivos de extensao do tipo .inp com as linhas de comando para o
refinamento, sendo que esses arquivos podem ser digitados em qualquer editor ASCII.
Dessa forma, pode-se customizar esses experimentos (refinamentos) usando até
mesmo fungbes desenvolvidas pelo usuario, como por exemplo, cédigos que
permitem um melhor ajuste de anisotropia desenvolvidos no LabCACC 7® e estdo
disponibilizados no Topas Wiki 6.

John Evans desenvolveu uma forma de permitir a elaboracdo de arquivos de
extensdo .inp, com maior facilidade, fazendo uso do editor ASCIl jEdit 7/, que

apresenta a maioria dos comandos que o Topas utiliza em refinamentos 7.
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Para criar os arquivos .inp inicialmente foi utilizado o editor de texto jEdit 7’
Devido ao extensivo numero de linhas (i.e. os arquivos .inp, tanto para o RSR quanto
para o RRP, podem chegar a mais de 20 mil linhas) e a alta probabilidade de cometer
erros em situacdes assim, foi elaborada uma planilha com o Excel para auxiliar na
programacao do experimento de refinamentos sequenciais e paramétricos. A
descricdo detalhada dessa planilha e como usa-la para criar o .inp encontram-se na
proxima sec¢éo (A planilha) e no Apéndice desse trabalho.

Os refinamentos foram realizados usando parametros fundamentais ¢’ para
calculo de tamanho de cristalito (isotrépico ou anisotropico) e ajuste de perfil. Para
isso foram fornecidos ao Topas todas as informacfes instrumentais necessarias,
como raios primario e secundario do difratbmetro, fendas de divergéncia, fendas Soller
primaria e secundéaria, comprimentos de onda, tipo de monocromatizacdo
(monocromador ou filtro), faixa angular do detector e comprimento da amostra no
porta amostra.

Os deslocamentos atdomicos (Uiso) foram mantidos constantes durante os
refinamentos. As posi¢cdes atOmicas permaneceram fixas nos valores obtidos nos
arquivos CIFs do CCDC.

As celas unitarias foram refinadas sequencialmente para cada temperatura
medida. No caso de refinamentos paramétricos foram definidas equacdes de primeiro,
segundo ou terceiro grau em funcdo de temperatura, que foram previamente obtidas
com o resultado do RSR, via analises de dados no Excel.

O background foi refinado através de polindbmio de Chebyshev 7. O nimero de
termos para esse polinbmio variou em cada caso. S6 para constar: o TOPAS-
Academic define o background, ou radiacdo de fundo, como bkg @ # # #, seguindo
um polinémio de Chebyshev 78 onde nimero de coeficientes é igual ao nimero de
valores numéricos que aparecem apds 0 @, sendo que o @, na programacao significa
parametro refinando °°.

Para o primeiro conjunto de dados (a temperatura ambiente) foi feito um
refinamento para identificar a presenca de orientacdo preferencial (OP). E quando
identificada para alguma fase, a correcéo foi através do modelo de March-Dollase 7°
guando foi possivel identificar o plano em OP. Quando néo foi possivel, foi usado o
modelo de harmonicos esféricos 8. Essa correcdo foi mantida para os outros

conjuntos de dados (a temperaturas mais altas), até o inicio da transicdo dessa fase.
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No inicio e durante a transi¢cdo foram realizados novos refinamentos individuais para
verificar novamente a necessidade de manter a correcao.

Os refinamentos iniciaram-se apenas com o fator de escala de cada fase
juntamente com 3 termos do background. Com andlises posteriores do gréfico de
Rietveld foi verificado se era necessario a adicdo de mais termos.

A seguir refinou-se o deslocamento da amostra e as dimensdes da cela unitaria,
para a correcado da posi¢cao dos picos. No caso do ajuste referente ao alargamento e

forma dos picos foi adicionado uma macro anisotrépica para corregdo "6,

4.9.1.1 As dificuldades encontradas no refinamento por Rietveld para

materiais farmacéuticos

Materiais organicos, como a grande maioria dos farmacos e medicamentos,
apresentam comportamentos diferentes em comparacédo a difratogramas de raios X
obtidos para materiais metalicos ou inorganicos. Geralmente, seus picos apresentam
intensidade menor devido aos tipos de atomos presentes que sdo mais leves e
apresentam menor espalhamento na difragdo. Além disso, geralmente se cristalizam
em grupos espaciais de baixa simetria que promovem uma grande sobreposicédo dos
picos. No mais, quando se analisa misturas de materiais, a dificuldade na
interpretacdo dos resultados é maior, em especial, devido a grande sobreposicéo dos
picos.

E interessante nesse momento frisar que o aumento de temperatura, para a
grande maioria dos farmacos, causa a expansao dos PCU, por consequéncia da
vibracdo atdbmica. Sendo assim, essa expansdo pode contribuir para o processo de
amorfizacdo dos materiais.

Outro fator € quando o tamanho médio de cristalito € pequeno, assim, seus
picos se alargam. Esse alargamento dos picos, devido a grande sobreposi¢cdo pode
comprometer a identificacdo de fases.

No TOPAS-Academic é empregada a aproximacgao de Double-Voigt, com as
funcdes CS_L e CS_G, sendo a primeira um ajuste da componente Lorentziana e a
segunda de Gauss, que significam Crystallite_Size e sdo empregadas para avaliar o
tamanho médio de cristalito, em nandémetros, segundo a equacdo 3, sendo que a
largura do pico é atribuida através da largura total a meia altura e da intensidade

integrada, sendo essa Ultima utilizada nos calculos de tamanho médio de cristalito 7.
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Uma observacao interessante em se fazer, a partir desse estudo, mostrando
ainda mais os cuidados necessarios para se trabalhar corretamente com o método de
Rietveld na andlise de materiais que apresentam intensa sobreposicédo, é que o
alargamento dos picos por decorréncia da diminuicdo do tamanho médio dos
cristalitos pode gerar uma falsa interpretacdo de que seja necessaria a inclusdo de
uma quantidade maior de termos para o ajuste do background, haja vista a fungéo
PSF, descrita pela equacéo 2, também sofrer influéncia do background. Sendo assim,
a inclusdo de mais termos, na Figura 22, ndo ajustaria de forma eficiente a linha do
background, pois olhando para as simula¢des de 200 nm, de maior tamanho médio
de cristalito, em comparacdo a de menor, 25 nm, entende-se que a elevacao da linha
de base é gerada em decorréncia do aumento da largura dos picos, que devido a
grande sobreposi¢do, comecam a se truncarem. No caso da simulacdo de 25 nm a
linha do background deve ser uma linha reta, assim como para a medida de 200 nm.

Para compor a Figura 22 geraram-se, através de simulacoes, difratogramas
para as misturas do principio ativo espironolactona e do excipiente lactose
monoidratada, com a finalidade de se discutir a influéncia do tamanho médio de
cristalino em relacdo ao alargamento dos picos. Os padrées simulados contém as
seguintes fases (i) para a espironolactona: mistura de forma | (linha azul) e forma Il
(linha preta) e para (ii) lactose monoidratada: mistura de alfalactose monoidratada
(linha verde) e alfalactose anidra (linha rosa).

Essas simulagbes foram realizadas via software TOPAS-Academic V5,
seguindo os parametros instrumentais de um equipamento convencional com anodo
de cobre (Ka,2), sem monocromador e passo de 0,02 ° (26).

Interpretando a figura, a partir do primeiro grafico, com tamanho médio de
cristalito isotrépico de 200 nm imposto para todas as fases, observa-se a intensa
sobreposicao de picos (e.g. as regides proximas a 17 ° e 19,25 ° (260)). No segundo
gréfico, jA com 100 nm, os picos comegam a se alargar e, como isso, ho seu somatorio
(linha vermelha com bolinhas), que nesse caso € proveniente da simulacdo, mas em
uma medida real seria a intensidade observada (lo), uma regido que anteriormente
apresentava dois picos distintos (i.e. 17 ° (20)) passa, agora, a ter uma menor
separacao entre eles. Se extrapolarmos essa observacéao para a de 25 nm, o menor

tamanho médio de cristalino simulado, temos basicamente um Unico pico bem largo,
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para essa regido. Sendo assim, em sintese, um maior cristalito da origem a um pico

mais estreito e um menor cristalino a um pico mais largo.

Figura 22. Simulag6es de difratogramas a partir da influéncia do tamanho médio de cristalito.
Esse exemplo apresenta uma intensa sobreposicéo de fases (i.e. quatro fases distintas) que
com simulag&o da diminuigdo do tamanho médio dos cristalitos causa ainda mais davida na
interpretacdo das fases, devido ao entroncamento dos picos e ao alargamento que comeca a

influenciar na andlise do background.
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Fonte: TITA, D. L.
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Os erros, no método de Rietveld, estdo associados a qualidade dos dados
obtidos da difracdo. Embora os valores de indice menores indiguem um melhor ajuste
de um modelo aos dados, modelos errados com dados de baixa qualidade podem
exibir valores menores do que alguns modelos excelentes com dados de qualidade
muito alta %°.Segundo Brian Toby *° a maneira mais importante de determinar a
qualidade de um ajuste, pelo método de Rietveld, é ir observando a convergéncia
entre os padrdes observado e calculado, via gréfico, e garantir que o modelo é

guimicamente plausivel.

4.9.2 A planilha

Em um levantamento feito por Lachlan M. D. Cranswick, publicado no livro
Powder Diffraction Theory and Practice 8!, existem 30 softwares de método de
Rietveld para o refinamento de estruturas, dentre eles, os mais populares e
empregados atualmente sdo o GSAS (utilizando a interface grafica EXPGUI), o
Fullprof e o Topas. No caso do refinamento sequencial e paramétrico por Rietveld é
necessario que se tenha a liberdade de incluir conexées como constrais em diversos
parametros, o que nao é possivel em todos os programas de refinamento.

Existem alguns programas e metodologias que sao apresentados na literatura
para o refinamento sequencial e paramétrico como o do G. W. Stinton e do J. S. O.
Evans % e o Powder 3D Parametric do Paneerselvam Rajiv e colaboradores 82,

A planilha, que passa a ser tradada pela sigla SP-DLT (Sequencial and
Parametric — Diego Luiz Tita), tem como objetivo puro e simples auxiliar os usuarios a
programar os refinamentos do tipo RSR e 0 RPR, para serem lidos pelo editor de texto
jEdit e calculados via Topas.

A grande dificuldade em se programar esses experimentos, além da
necessidade de vincular as celas unitarias, como sera melhor explicado mais adiante,
para o0 RSR, ou de programar funcdes de até o terceiro grau para modelar cada um
dos 6 parametros, para cada fase estudada, como no caso do RPR, que também sera
melhor explicado mais adiante, € no preenchimento completo das funcdes
necessarias para que o refinamento funcione perfeitamente, assim, como exemplo, se
for necessario incluir uma macro para ajuste anisotropico de perfil, 0 usuario deve

incluir essa macro para cada uma das temperaturas do experimento e, além disso,
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deve atribuir variaveis especificas para aquela fase naquela dada temperatura, pois
do contrario os calculos serdo comprometidos e ndo sera possivel realizar o
refinamento.

Em suma, além das programacdes para 0 RSR e 0 RPR, a planilha também
comporta varias funcdes que podem ser atribuidas no refinamento, ja com as variaveis
especificas para cada fase em uma dada temperatura, para gue ndo haja uma mesma
funcdo operando fases e temperaturas diferentes, o que causaria um colapso nos
calculos.

Com ela é possivel esquematizar experimentos de aquecimento com até quatro
fases cristalinas e, de forma automatica, incluir um conjunto de até 100 difratogramas
(i.,e. 100 medidas experimentais) ou, manualmente, um numero infinito de
difratogramas.

Na Figura 23 é apresentado a pagina principal da planilha. O usuario pode
utiliza-la em Excel ou LibreOffice Calc, que a partir do preenchimento dos dados das
fases (i.e. nome, parametros de cela unitéria, posicfes atbmicas, temperatura de
aquecimento e o nome do arquivo que contém o conjunto dos dados), escreve a
programacao com todas as devidas conexdes, tanto para o RSR quanto para o RPR

para serem lidas via jEdit e calculadas via Topas Academic.



88

Figura 23. Planilha SP-DLT desenvolvida para facilitar a programacao de experimentos de

RSR e RPR para ser utilizada no Topas. Consiste de uma planilha, que opera em Excel ou
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4.9.2.1 Estatistica para exclusdo de um ponto fora da curva (outliers)

Os outliers sédo definidos como pontos que estdo estatisticamente
inconsistentes com a totalidade de um conjunto de dados. Em alguns casos, ao se
analisar um conjunto de dados é possivel identificar pontos “questionaveis” que se
destacam do conjunto total. Esses pontos nunca devem ser descartados sem uma
justificativa estatistica adequada &3, sendo assim, segue abaixo uma descricdo do
modelo que foi utilizado para andlise dos resultados obtidos via refinamento
sequencial por Rietveld para os parametros de cela unitaria.

Primeiramente se calcula a média (x) e o desvio padrdao amostral (o),
seguindo as equacfes abaixo, respectivamente, para uma amostra de uma Unica

variavel, como é o caso dos parametros de cela unitéria (a, b, ¢, a, e 7).

(X1 + x5 ... + xp) (15)
n

xr=

16
=1 (x; — r)? 1o

(n—1)

Onde, x é o dado da série e n o tamanho da populacao.

Depois disso, tendo a média e o desvio padrdo dos dados, determina-se o valor
de 1, através da equacao 17, ou utilizando a tabela de Thompson modificada, que é

apresentada em Anexo.

t.(n—1) an
T =
Vnvn — 2 + t2

Onde, t € o valor critico da distribuicdo t-student, baseado em a = 0,05 com n-
2 graus de liberdade. Assim, segue nas equacfes 18 el9 como se calcular essa

variavel.
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t = INVT (a,n — 2) (18)

t = INVT (0,05,n — 2) (19)

Com o resultado do valor de t e o valor de n é s0 substituir na equacao 17 para
encontrar o t.

Assim, conhecendo a média, o desvio padréo e o valor de t, que tem uma
relacdo direta com o tamanho da populagcdo, obtém-se o produto de t pelo desvio

padrdo amostral.

T* O (20)

Esse produto, mais adiante, sera utilizado para comparar com outro parametro

gue € descrito na equacéao 21, conhecido com delta (A).

A= |x; — 7l (21)

Por fim, para analisar o dado da série, seguem nas equacdes 22 e 23 o teste.

A> 7x o => OQutlier (22)

A< 7* o => Nao outlier (23)

Sendo assim, se A for maior que o produto (7 * o), entdo o ponto analisado da
série de dados é um outlier e pode ser excluido. Se A for menor que o produto (7 * o),
entdo o dado experimento ndo pode ser excluido, haja vista ndo ser um outlier.

Com esse teste, até que simples, é possivel ter uma justificativa estatistica para
avaliar um ponto e, caso seja necessario, exclui-lo do conjunto de dados
experimentais, porém, sempre tenha cuidado, pois as vezes mesmo a estatistica
confirmando a sua exclusédo pode ser que fisicamente esse ponto exista como parte

do conjunto e sua exclusdo comprometera toda a analise, sendo assim, uma
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possiblidade € realizar a coleta de dados novamente para avaliar se o fendbmeno

observado se repete ou nao.

4.9.3 A apresentacédo dos erros

Para esse trabalho os parametros de cela unitaria foram reportados conforme
0 numero de algarismos significativos, dado pelo desvio padrdo, assim como
exemplificado na Tabela 7. Um valor obtido via software Topas Academic de
21,57673+0,0017, é apresentado como 21,5767(17).

Tabela 7. Reportando os erros. Os erros tanto dos PCU quanto das analises quantitativas de
fases foram reportados seguindo a légica apresentada na tabela.

Resultados Erro
obtidos
Via software Topas Academic 21,57673 +0,0017
Corrigido para esse trabalho 21,5767 a7

Fonte: TITA, D. L.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nessa etapa do trabalho os resultados obtidos dos experimentos e as devidas
discussbes serdo apresentados na seguinte ordem: espironolactona, alfalactose
monoidratada e lactose anidra.

Primeiramente seréo discutidos os ensaios utilizados para a caracterizagcéo dos
materiais, que podem servir como referéncia para outros trabalhos, como no caso da
contagem do tamanho médio de particula, via imagens de microscopia eletrénica de
varredura. Depois disso, iremos para a parte da difracdo de raios X por pé com o
emprego do método de Rietveld, sequencial e paramétrico que foram aplicados para

elucidar as transi¢cdes que envolvem os materiais.

5.1 O funcionamento da planilha SP-DLT

Basicamente, cada padrao de difracdo coletado equivale a uma temperatura,
assim, a planilha opera com pacotes de 10 medidas. Dados comuns para todo um
conjunto de medidas como, nomes das fases ou pardmetros de cela unitaria, s6 sdo
necessarios inclui-los uma Gnica vez. J4 no caso das temperaturas é preciso incluir
um primeiro pacote e pedir para a planilha, através de macros, gerar o primeiro arquivo
com as primeiras 10 temperaturas. Depois disso, ajusta-se novamente a temperatura
para o segundo pacote e, via macro, ocorre a adicdo dessas 10 novas temperaturas
as 10 primeiras. Através desses passos € possivel incluir até 100 medidas, tanto para
0 RSR guanto para o RRP. Com um pouco mais de habilidade e a compreensao de
como funcionam as linhas de programacédo da planilha SP-DLT é possivel incluir
infinitas medidas de forma manual. Isso ira depender apenas da paciéncia e da
atencao do usuario.

No final do RSR, para cada amostra estudada, os valores dos parametros da
cela unitaria podem ser plotados, utilizando um setor especifico da prépria planilha,
em funcdo da temperatura. Nesse caso é possivel atribuir funcbes que regem a
expansao/contracao das celas unitarias, em funcéo da temperatura.

A partir dessas funcdes, preenche-se a planilha para programar o proximo
experimento que é o RRP.
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Para melhor compreensao de como o experimento do RSR é programado,
segue na Tabela 8 um exemplo. Na andlise dos trés primeiros dados, hipotéticos,
obtidos de um material sob intervalo de aquecimento de 5 °C, para cada difratograma,
o primeiro refinamento (M1) utiliza os dados iniciais (i.e. os parametros que foram
extraidos do CIF) e um delta (A = variagcéo), que esta relacionado a variacao do volume
da cela unitaria por decorréncia da variacdo de temperatura aplicada ao ensaio, que
foi de 35 ° C, para esse exemplo. Assim, a funcao é descrita como: PCUr3s = PCUcir
+ APCUfT3s,

Na segunda medida (M2), em temperatura de 40 ° C a expressdo é PCUr4 =
PCUT35 + APCUT40, sendo que, o APCUT40 esta relacionado com a dilatacdo da cela
unitaria por decorréncia da variacdo da temperatura, dessa medida, e, assim por
diante todos as outras medidas sao programadas.

Nesse caso € possivel observar a dependéncia (i.e. conexdes) dos resultados
obtidos em temperaturas anteriores, haja vista a presenca do termo que acompanha
o delta.

Tabela 8. Exemplo da funcdo que é empregada no RSR. Nesse caso observa-se que um
refinamento depende dos resultados dos PCU obtidos a partir da medida anterior.

Range Temperatura (°C) Expresséo para o refinamento
(AT =5 °C / medida) sequencial
1 35 PCUr35 = PCUciF + APCUr35
2 40 PCUr40 = PCU735 + APCUT40
3 45 PCUT45 = PCUT40 + APCUT45

Fonte: TITA, D. L.

Na Figura 24 é apresentada uma parte da programacao realizada de forma
automatica pela planilha, referente as conexdes dos PCU. A linha que se inicia com a
apostrofe (‘) ndo é lida no refinamento, sendo assim ela foi escrita para deixar o
refinamento mais facil de ser entendido, o que evita confusdes.

O prm define um parametro, onde o ponto de exclamacao (!) ir4 torna-lo fixo
(constante) durante os refinamentos.

Assim, no primeiro pacote de prm, al_0, significa que o parametro a de cela
unitaria, para a primeira fase a ser incluida no refinamento, que nesse exemplo é a
Forma_l, da SPR, tem um valor de 9.976 A, proveniente do CIF. Isso se repete para
bl 0, c1 O, alfal 0, betal 0, gamal_ 0O, que sdo os parametros b, ¢, «, S e

respectivamente.
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O segundo pacote de prm é referente aos PCU para a medida de 25° C (al_25),
que correspondem ao valor do PCUinicial (21_0) mais um acréscimo relacionado com
a dilatagao térmica “dela25_1". Isso também se repete para 0s outros parametros.

O terceiro pacote corresponde a variacdo encontrada para os PCU da medida
a 30 °C (al_30), que correspondem a adicdo da variagcdo encontrada anteriormente
na medida de 25 °C (al_25) mais um acréscimo referente a dilatacéo sofrida entre 25
e 30 °C. Seguindo esta l6gica todos vinculos entre PCU e dilatacdo (ou contracdo)

entre temperaturas sequenciais sdo geradas.

Figura 24. Exemplo de programacgdo empregada no RSR relacionando a variagdo dos
parametros de cela unitaria. No exemplo é apresentada a forma | da SPR. O primeiro pacote
de prm refere-se aos parametros de celas unitarias extraidos pelo CIF (parametros iniciais).
O segundo pacote a variagdo destes parametros para a medida de 25 °C, sendo que esta €
igual ao valor dos parametros iniciais (PCU vindos do CIF) em adicional a um delta,
decorrente, simplesmente, do aumente da temperatura durante a realizagéo do experimento.
O ultimo pacote de prm refere-se a variagdo dos parametros para a medida de 30 °C, sendo
que estes, seguindo as conexdes, sdo obtidos a partir dos PCU obtidos anteriormente para a
medida de 25 °C mais a adicdo de um delta referente ao aumento de temperatura.

Primeira fase
F I "{{{defining PRM PHASE 1 - Forma I
orma #ifdef Forma I
) "™  pmoalo 9.976
Parametros de prn 'bl_0 35.573
cela unitaria b PER 1010 g
. prm 'alfal 0 90
obtidos do CIF Dih WGS9
it prn !gamal 0 90
S pru dela25_l 0 prmal 25 = al O+dela25_1;
pru delb25_1 0 prmbl25 = bl 0+delb25_1;
1a Temperatura prm dechS_l 0 prm c1_25 = cl_0+delc25_l:
o o prm 'delal25_1 0 prm alfal 25 = alfal O+!delal25| 1;
25 °C pru 'delbe25_l 0  prm betal 25 = betal 0+!delbe2§| 1;
= prm 'delga25_1 0  prm gamal 25 = gamal O+!delga2$| 1;
— prm dela30_l 0 prmal3 = al_25+dela30_l;
a pru delb30_l 0 prmbl 30 = bl_25+delb30_1;
2° Temperatura prn  delc30_1 0 pmcl30 = cl_25+delc30_1;
30 °C ™ prn 'delal30_l 0 prn alfal 30 = alfal _25+'delal3p_l1;
prm 'delbe30_l 0  prm betal 30 = betal 25+!'delbe3D 1;
_— prm 'delga30_l 0 prm gamal 30 = gamal 25+!delga3D_1;

Fonte: TITA, D. L.

Ainda com o emprego da SP-DLT, apos o término do refinamento, na mesma
pasta de trabalho é salvo um arquivo de extenséo .txt, para cada fase incluida no
refinamento, com os valores dos parametros de cela unitéria e a proporcao da fase

para cada temperatura analisada.
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Com esses dados € possivel, com o auxilio de um editor de planilhas e graficos
(por exemplo Libreoffice Calc ou MS Excel) plotar os valores dos PCU para definir
qual o melhor polindmio para expressar a dilatacdo ou a contracdo da cela unitéria.
Como ja foi dito anteriormente, também é possivel construir esses gréaficos na propria
planilha SP-DLT. Para iSso € necessario entrar com 0s arquivos .txt, obtidos pelo RSR,
na aba Sequential_Results, que os graficos ja sdo gerados na aba subsequente
(Seq_Plot). Nesse caso € importante lembrar que o usuério deve fazer a interpretacédo
de qual a melhor curva que representa o seu sistema e, além disso, a planilha faz uma
avaliacdo de outliers, que basicamente sdo pontos estatisticamente fora do conjunto
de dados e, assim, é responsabilidade do usuério, também, fazer a opcéo de descartar
esses pontos ou manté-los.

Com essas curvas obtidas via RSR e utilizando a planilha SP-DLT é possivel
programar o experimento de RPR, fornecendo valores que podem ser descritos por
uma funcéo de primeiro grau, ou de segundo ou, até, de terceiro grau.

Para melhor compreensdo de como o experimento do RPR € programado,
segue na Tabela 9 um exemplo. Basicamente, cada parametro de cela unitaria (a, b,
c, o, fe ), pode ser descrito por uma funcédo de até o terceiro grau, proveniente do

RSR, assim, essas equacdes modelam o refinamento paramétrico.

Tabela 9. Exemplo da fungdo que é empregada no RPR. Nesse caso observa-se que o
refinamento é regido pelas equacdes obtidas do RSR. Caso o ajuste seja, por exemplo, para
uma equacado de segunda grau, basicamente, é sO zerar o termo de terceiro grau.

Range  Temperatura Expresséo para o refinamento parametrico
(°C) (y=c+oT+nT2+mT?3)
1 35 PCUT35 = Ccoef_liner-Pcu) + O(pcu)*35 + Npcuy*(35)? + mpcuy*(35)3
2 40 PCUr40 = C(coef_liner-Pcu) + Opcuy*40 + Npcuy*(40)? + mpcuy*(40)3
3 45 PCUr45 = C(coef_liner-Pcu) + Opcuy*45 + Npcuy*(45)? + Mpcuy*(45)3

Fonte: TITA, D. L.

Na Figura 25 observa-se a programacdo do RRP para expansao de cela
unitaria de uma estrutura modelada por uma equacao de terceiro grau. No exemplo,
apenas ilustrativo, é apresentada a fase da forma | da SPR. O primeiro conjunto de
prm consiste nos valores obtidos através do RSR para os coeficientes linerares e
angulares das equacfes encontradas via RSR. O segundo conjunto descreve a
equacao do polinbmeio onde, al_25, que € o parametro a, da primeira fase cristalina

refinada a temperatura de 25 °C, € regido pela equagéo seguinte equacdo: al 0 +
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coef _ang_alaaa 0 * (temp25)3 + coef _ang _alaa O * (temp25)? + coef ang_al 0 *
(temp25), sedo o0 al 0 o coeficiente linear da equacado e o restante os coeficientes
angulares multiplicados pela temperatura de 25 °C elevados ao cubo, ao quadrado e
a primeira ordem, respectivamente. A mesma légica é empregada para 0s proOXimos

parametros e fases.
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Figura 25. Exemplo de programacdo empregada no RRP relacionando os coeficientes

angulares para o ajuste de equacéo de terceiro grau obtidos a partir do RSR. No exemplo &

apresentada a fase da forma I, da SPR. O primeiro conjunto de prm consiste nos valores

obtidos através do CIF referente a essa fase e aos coeficientes angulares para cada PCU

obtidos via RSR. O segundo conjunto de prms retratam as equacfes da reta para a

temperatura de 25° C e, por ultimo, conjunto de prm para a temperatura de 30° C.
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No apéndice desse trabalho, é apresentado um tutorial detalhado de seu
completo funcionamento e como realizar o seu preenchimento, desde a entrada dos

dados até aos ajustes necessarios para o refinamento.

5.2 A espironolactona

Na tamisacdo da SPR observou-se que esse material tem grande dificuldade
para ser peneirado, pois 0 p6 vai se aglomerando e formando pequenas esferas,
supostamente devido as interacdes fracas entre as particulas e, com isso dificulta a
sua passagem pela malha da peneira. Para solucionar esse problema, as esferas que
se formaram foram quebradas com o auxilio de uma pinc¢a e utilizou-se um pincel de
cerdas suaves para facilitar a tamisacdo em 200 mesh.

Primeiramente, uma pequena quantidade do p6 tamisado foi suspenso em
adgua/acetonitrila (1:1) para a realizacdo da analise de cromatografia liquida. A
finalidade desse teste foi identificar se a amostra de SPR apresentava alguma
contaminacdo. Essa analise € apresentada na Figura 26 (B), onde observa-se um
anico pico majoritario em 24,13 minutos de retenc¢éo pela coluna, em um comprimento
de onda especifico (238 nm), elucidando que a amostra apresenta uma alta pureza
de 99,8 %.

Apos a andlise cromatogréfica, realizou-se a espetroscopia de massas para
obter a confirmacao do material. Essa andlise é apresentada na Figura 26 (A) e mostra
que o maior ion observado foi o [M-SCOCHs]*, m/z = 341,2, referente ao
fracionamento da espironolactona, assim como também foi observado pelo autor

Dong, H. et al. 3° em um estudo de caracterizacédo desse farmaco em plasma humano.
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Figura 26. Espectro de massas (A) e de cromatografia liquida (B), ambos para a amostra
SPR. Em A observa-se o pico majoritario da espironolactona pela fragdo molecular [M-
SCOCH;3]* em m/z = 341,2 e em B um intenso sinal em 24,13 minutos de retencdo em
comprimento de onda de 238 nm referente a presenca da espironolactona e sua elevada
pureza.
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Fonte: TITA, D. L.

Com a finalidade de se obter informacdes sobre a morfologia do material, pois
em alguns casos, polimorfos diferentes apresentam morfologias diferentes,
realizaram-se as analises de microscopia eletrbnica de varredura de alta resolucéo
(MEV-FEG).

Na Figura 27 é apresentada a sequéncia das magnificacdes: 600 X, 3.000 X e
10.000 X, da topografia do material, realizadas com voltagem de aceleracéo de 2,00
KV e Work Distance (WD) de aproximadamente 8 mm. Assim, com essas imagens,
observa-se que as particulas sdo formadas pela aglomeracdo de subparticulas de
tamanhos ainda menores (Figura 27 — A e B), algumas apresentando caracteristicas
de varetas e outras como cubos, ou sélidos geométricos, com arestas bem definidas
(Figura 27 — C e D). Essas variacdes de morfologias (varetas e solidos geométricos)
observadas nas imagens podem ser um indicio de que o farmaco apresente misturas

de fases polimorficas em sua composicao.
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Figura 27. MEV-FEG da amostra SPR. E possivel observar a formacdo de aglomerados de
particulas gerados basicamente por estruturas parecidas com varetas e solidos geométricos
com arestas definidas, isso pode ser melhor visualizado nas imagens C e D, e se aglomeram
possivelmente devido as interacbes fracas e formam particulas.

Fonte: TITA, D. L.

Na andlise de espectroscopia de energia dispersiva (EDS), apresentada na
Figura 28, observam-se os trés picos mais intensos que correspondem as transi¢oes
eletrdnicas do i) carbono Ka. em 0,282 keV, ii) oxigénio Ko em 0,523 KeV e iii) enxofre
Ka em 2,307 KeV, fazendo referéncia a molécula de espironolactona (C24H3204S).
Essa analise corrobora com a cromatografia liquida (Figura 26) mostrando a elevada
pureza do material, em especial por ndo apresentar contaminagdes, aos niveis de

deteccgdo das técnicas, de, por exemplo, sais indesejaveis.
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Figura 28. EDS da amostra SPR. Os picos mais intensos correspondem ao carbono, oxigénio
e ao enxofre fazendo referéncia aos atomos que estdo contidos na espironolactona
(C24H3204S).
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Fonte: TITA, D. L.

Em relacdo a analise térmica da amostra SPR, na Figura 29 é apresentada a
curva de DSC onde é possivel observar a inflexdo endotérmica referente ao ponto de
fusdo do farmaco em 209 °C (A), fazendo referéncia aos dados reportados na
literatura 26. O interessante nessa medida, e que pode ser melhor observado na
ampliacdo em B, é uma pequena inflexdo proximo a 140 °C referente a uma fuséo
preliminar do material seguida de uma resolidificacdo, fazendo referéncia as
informacgdes que sdo apresentadas na Farmacopeia Brasileira %6. Segundo Espeau,
et al ¥, que estudou esse fendmeno por hot stage (equipamento que consiste
basicamente em um tipo de microscépio acoplado a um forno e, assim, é possivel ir
acompanhando a evolucéo dos cristais de uma amostra, por exemplo, em funcéo da
imposicao de temperatura no sistema) o fenbmeno € possivelmente atribuido a uma
sequéncia endo-exotérmica que indica a fuséo da forma | e a recristalizacdo em forma
Il da espironolactona 3°. Sendo assim, é possivel que nesse farmaco coexista a forma

| e a forma Il em uma mistura de fases.
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Figura 29. Analise de DSC da amostra SPR. No grafico em A observa-se um grande pico
endotérmico estreito fazendo referéncia ao ponto de fusé@o da espironolactona em 209 °C. Em
B a ampliacdo de uma regido proxima a temperatura de 140 °C referente a uma fuséo
preliminar seguida de uma resolidificacdo, possivelmente atribuidas pela fusdo daformale a
recristalizagéo em forma Il da espironolactona.
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Fonte: TITA, D. L.

Para a analise de TGA, apresentada na Figura 30, observa-se que a transicao
da forma | para a forma Il, que foi observada na Figura 30 (B), por volta de 140 °C,
nao causa nenhum tipo de variacdo de massa, significando que o fendmeno

observado se refere a uma transicao polimérfica do farmaco.

Figura 30. Andlise de TGA para a amostra SPR. Em 140° C, que foi a temperatura observada
no DSC em que um fendmeno de fuséo e resolidificagdo ocorria, ndo se encontra nenhuma
variagdo de massa, sendo assim, entende-se que o farmaco, nessa temperatura, apresenta
uma transi¢éo polimérfica.

1,4

. ; . ; . ; . ; . ; .
100 - i
T 1,2
1,0 o~
80 - [
)
Logs &
- (1]
& 60+ a
g o6 ©
» =
8 0,4 z
= 404 -
o
L Q
02 @
20 - o
0,0
0 0,2

T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600
Temperatura (°C)

Fonte: TITA, D. L.



103

Organizando as informacfes, nas analises de MEV-FEG observou-se a
presenca de duas formas com morfologias distintas. No DSC encontrou-se uma fusao
preliminar do material, seguida de uma resolidificacdo. Nessa mesma temperatura,
por TGA, ndo foi observada nenhuma variagdo de massa, 0 que caracteriza 0
fenbmeno como sendo uma transicdo polimorfica de fases. Em sintese, a partir de
todos esses fatos, elucida-se que o principio ativo apresenta uma mistura de fases
polimorficas. Para uma melhor compreensdo do fendbmeno observado até entéo,
julgou-se necessério estudar o material por DRXP e o emprego do método de Rietveld
53, com a finalidade de identificar e quantificar essas fases.

Na Figura 31 é apresentado o gréfico de Rietveld de 4,5 a 40 ° (20), com tempo
de medida de 0,2 ° min1, para a amostra SPR. Nela observa-se a identificagdo das
duas fases cristalinas da espironolactona, sendo a forma Il presente em 7,01 % e a |

em 92,99 %, ambos em porcentagem de massa.

Figura 31. Gréfico de Rietveld para a amostra SPR. Observa-se uma mistura de forma Il (7,01
%) e 1 (92,99 %) da espironolactona, ambas em porcentagem de massa.
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Fonte: TITA, D. L.

A partir desse quadro de identificagdo de mistura polimorfica e com base na
analise térmica do material realizou-se, em estufa, um tratamento a 165 ° C por 4
horas para avaliar se ocorria a transicdo completa ou parcial da forma | para a forma
Il.

O valor de 165 ° C foi escolhido por se tratar de um valor intermediario entre 0s
140 °C da fuséo da forma | para a recristalizagcdo em forma Il e, posteriormente, a
fusdo da forma Il a 209° C.

Na Figura 32 é apresentado o grafico de Rietveld para a amostra SPR, apds o

tratamento térmico. Nele observa-se que toda a forma I, que era uma forma de menor
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estabilidade, se converteu em forma Il, que é a forma mais estavel do farmaco e a

comercialmente empregada na confeccao de formas farmacéuticas solidas.

Figura 32. Gréfico de Rietveld para a amostra SPR apds tratamento térmico a 165 °C por 4
horas. Observa-se que devido ao tratamento térmico a forma | se converteu por completo para
a forma Il, que é a forma mais estavel e empregada na confeccdo formas farmacéuticas
solidas.
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Fonte: TITA, D. L.

Com a transicdo completa da forma | para a Il realizou-se a analise da
morfologia desse “novo” material termicamente tratado e, assim, como segue na
Figura 33, observou-se que as subparticulas que estavam presentes anteriormente
em formato de bastdes ja ndo mais existem.

Entende-se que o material inicial apresentava uma mistura de fases
polimarifcas, como pdde ser observado no grafico de Rietveld da Figura 31. Apds o
tratamento (Figura 33), entende-se que a forma | foi totalmente convertida em forma
II, sendo assim, na andlise por MEV-FEG observou-se a presenca somente das
formas de geometria solidas com arestas mais bem definidas, com isso, conclui-se
gue essa é a morfologia equivalente da forma Il da espironolactona, ja as varetas, que

passaram a nao existirem mais apds o tratamento, sao caracteristicas da forma |.
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Figura 33. MEV-FEG da amostra SPR apds tratamento térmico a 165 °C por 4 horas.

Observam-se que as subparticulas na forma de bastdes, que podiam ser vistas na Figura 27,

ndo estdo mais presentes na amostra, devido a conversao de toda a forma | para Il, restando

assim, somente as formas sélidas de arestas definidas, proximas a cubos.
W t . & € '

Fonte: TITA, D. L.

Outra andlise interessante, utilizando dados de DRXP e o0 emprego do método
de Rietveld, foi realizada para a amostra SPR de partida. Passado um ano ap6s a
obtencéo do difratograma apresentado na Figura 31, realizou-se uma nova medida de
difracdo para avaliar o comportamento do material com o tempo, sendo que nesse
novo grafico pode-se observar que a proporcéo da forma Il (70,76 % em porcentagem
de massa) aumentou e a da forma | (29,24 % em porcentagem de massa) diminuiu,
comparada com a andlise do material de partida, fato que pode ser observado no
grafico de Rietveld apresentado na Figura 34, sendo assim, entende-se que esse
material tem uma tendéncia natural de ir se convertendo para a forma de maior

estabilidade e empregada na confec¢cdo de medicamento, que € a forma Il.
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Figura 34. Gréfico de Rietveld para a amostra SPR apés um ano. Pode-se observar, em
comparagdo com a primeira medida analisada (Figura 31) o aumento da forma Il da
espironolactona (forma mais estavel e empregada na composicdo de medicamento). Com
isso, entende-se que a forma I, com o tempo, vai se convertendo em forma Il.
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Fonte: TITA, D. L.

Mesmo o material sendo armazenado em um frasco vedado, devidamente
acomodado dentro um box de acrilico isolado de umidade e com temperatura por volta
de 23 °C é provavel que a por¢cdo superior da amostra, possa ter reagido com o ar
aprisionado dentro do frasco e se converteu para a forma mais estavel.

Para os ensaios de DRXP com variacdo de temperatura, para a amostra SPR,
foram obtidos um conjunto de 43 difratogramas, em aquecimento de 3 °C por medida,
com temperatura inicial de 31 e final de 157 °C.

Na Figura 35 observa-se o comportamento dessa transicdo de fases (i.e. com
0 aumento da temperatura a mistura inicial de forma | mais forma Il vai se convertendo
em forma Il), através da figura de transicao de 26 inicial de 8 a 32°.

Os dados sao apresentados em ordem crescente de temperatura, além disso,
a coloracdo empregada na composicdo da imagem é referente a intensidade relativa
de cada pico, assim, as cores quentes destacam as maiores intensidades e as cores

frias as menores.
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Figura 35. Figura de transi¢cdo para a amostra SPR de 8 a 32° (20). Os dados foram obtidos
de 31 a 157 °C, com aumento de 3 °C por medida, gerando assim, um total de 43
difratogramas. As regides em que € possivel observar, de forma mais clara, as transi¢cdes de
fases sdo: 10 e de 13-15° (260).
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Fonte: PAIVA-SANTOS, C. O.; TITA, D. L.

Dando inicio as discussbes sobre o refinamento sequencial (RSR) e o
refinamento paramétrico pelo método de Rietveld (RPR), segue na Figura 36 o grafico
extraido do RSR apresentando como as proporcdes das fases, via andlise quantitativa
de fases (AQF), do material de partida que continha uma mistura de forma | e forma
II, se comporta durante o aquecimento. Nele se observa, que com o0 aumento da
temperatura, a forma | (i.e. pontos verdes) diminui, se convertendo em forma Il (i.e.
pontos roxos), que € a forma mais estavel termodinamicamente.

Para esse estudo, na temperatura de 136 °C em diante, ja ndo foi possivel
encontrar um bom ajuste para a forma | da espironolactona, haja vista sua pequena

proporcao e a elevada sobreposicao dos picos majoritarios da forma Il.
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Figura 36. Transicdo de fases polimérficas da amostra SPR em funcdo do aquecimento. A
partir dos dados obtidos pelo RSR, de um conjunto contendo 43 difratogramas, observa-se
que com o0 aumento da temperatura a forma | (pontos verdes) diminui, se transformando em
forma Il (pontos roxos), que € a forma mais estavel termodinamicamente.
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Fonte: TITA, D. L.

Na Tabela 10 séo apresentados os dados que foram utilizados para compor a
figura anterior. Nela encontram-se os valores da AQF, além dos erros, para as fases

cristalinas, forma | e Il, que foram identificadas e quantificadas, via RSR.
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Tabela 10. Porcentagem em massa cristalina das fases identificadas para a amostra SPR,
obtidas via refinamento sequencial por Rietveld, da temperatura inicial de 31 °C até a
temperatura final 157 °C, com incremento de 3 °C. Basicamente, com 0 aumento da
temperatura a forma | se converte para forma ll, gue é a de maior estabilidade térmica.

Fases cristalinas identificadas e

SPR guantificadas
(RSR)
Temperatura Formall Forma ll
(°C) (% em massa) (% em massa)
31 53,01(63) 46,99(63)
34 52,80(63) 47,20(63)
37 53,00(63) 47,00(63)
40 53,01(63) 46,99(63)
43 52,79(63) 47,21(63)
46 52,90(64) 47,10(64)
49 52,85(64) 47,15(64)
52 52,77(64) 47,23(64)
55 52,64(64) 47,36(64)
58 52,76(64) 47,24(64)
61 52,65(65) 47,35(65)
64 52,48(64) 47,51(64)
67 52,49(64) 47,51(64)
70 52,35(65) 47,65(65)
73 52,22(65) 47,78(65)
76 51,80(66) 48,20(66)
79 51,49(66) 48,51(66)
82 51,25(66) 48,75(66)
85 50,60(66) 49,40(66)
88 49,53(67) 50,47(67)
91 48,26(68) 51,74(68)
94 45,90(69) 54,10(70)
97 42,78(70) 57,22(70)
100 38,22(73) 61,78(73)
103 33,33(74) 66,66(74)
106 28,73(77) 71,27(77)
109 24,84(80) 75,16(80)
112 21,99(81) 78,01(81)
115 19,53(82) 80,47(82)
118 18,44(80) 81,56(80)
121 15,83(87) 84,17(87)
124 12,81(85) 87,19(85)
127 8,75(86) 91,25(86)
130 6,32(87) 93,68(87)
133 4,37(89) 95,63(90)
136 3,09(27) 96,91(27)
139 X 100,00
142 X 100,00
145 X 100,00
148 X 100,00
151 X 100,00
154 X 100,00
157 X 100,00

Fonte: TITA, D. L.
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Com os resultados dos parametros de cela unitaria (i.e. a, b e ¢) da forma | da
espironolactona, obtidos pelo RSR, plotou-se na Figura 37 os gréaficos referentes ao
comportamento desses parametros em fungdo do aumento de temperatura (pontos
verdes). Pelo refinamento foi possivel identificar e quantificar a forma | até a
temperatura de 136 °C, mas para a analise das funcdes que regem a expansao da
cela unitaria julgou-se necessario excluir as temperaturas de 127 — 136 °C, haja vista
a proporcdo da fase ser pequena, em comparacdo a forma Il, e devido a alta
sobreposicao de picos, o que dificulta o refinamento. Essa excluséo possibilitou a
obtencdo de uma R2 maior.

Para os parametros a e b o ajuste a partir de uma equacéo de segundo grau foi
melhor, j& para o c, que praticamente segue a tendéncia linear, a equacao que melhor
modela esses parametros, sob variacao de temperatura, foi a de primeiro grau.

Assim, ainda na Figura 37, segue os gréaficos dos parametros de cela unitaria

para a forma |, plotados de 31 a 124 °C, e as equacdes obtidas.

Figura 37. Equacdes das retas que regem a expansao da cela unitaria (a, b, e c¢), a partir do
RSR, para a forma | da espironolactona. Com temperatura inicial de 31 e final de 124 °C,
segue as equagbes de segundo grau, para os parametros a e b, e a de primeiro grau para o
C.
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Fonte: TITA, D. L.
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Na Tabela 11 sédo apresentados os dados que foram utilizados para compor a
figura anterior. Nela encontram-se os valores dos parametros de cela unitaria (i.e. a,

b e c), além dos erros, para a fase cristalina forma I, obtidos via RSR.
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Tabela 11. Pardmetros de cela unitaria da forma I, obtidos via refinamento sequencial por

Rietveld, para a amostra SPR.

SPR Formal - Parametros de cela unitéaria
(RSR)
Temperatura a(A) b (A) c (A)

(@)

31 9,9617(15)  35,5304(42)  6,2112(7)
34 9,9619(26) 35,5301(74) 6,2128(11)
37 9,9636(33) 35,5333(95) 6,2144(15)
40 9,9639(39) 35,530(11) 6,2153(17)
43 9,9652(44) 35,541(13)  6,2177(20)
46 9,9659(48) 35,540(14)  6,2181(22)
49 9,9681(53) 35,543(15)  6,2211(24)
52 9,9688(57) 35,549(17) 6,2227(25)
55 9,9696(60) 35,550(18) 6,2239(27)
58 9,9717(64) 35,559(19) 6,2262(29)
61 9,9723(67) 35,562(20)  6,2265(30)
64 9,9715(70) 35,559(21)  6,2290(32)
67 9,9736(73) 35,570(25) 6,2306(33)
70 9,9744(76) 35,570(22) 6,2317(35)
73 9,9759(79) 35,581(23)  6,2340(36)
76 9,9770(82) 35,584(24)  6,2351(37)
79 9,9760(85)  35,5781(25)  6,2364(38)
82 9,9794(88) 35,592(26) 6,2385(40)
85 9,9806(90) 35,594(26) 6,2408(41)
88 9,9819(93) 35,599(27)  6,2417(42)
91 9,9839(96) 35,604(28)  6,2440(42)
94 9,9817(98) 35,599(29)  6,2451(44)
97 9,982(10) 35,599(30) 6,2455(46)
100 9,982(10) 35,593(31) 6,2471(47)
103 9,983(11) 35,596(32)  6,2490(48)
106 9,983(11) 35,600(33)  6,2509(50)
109 9,988(12) 35,603(35) 6,2538(52)
112 9,992(13) 35,613(37)  6,2554(54)
115 9,993(14) 35,623(40) 6,2573(57)
118 9,993(15) 35,627(42)  6,2602(60)
121 9,999(16) 35,638(45)  6,2608(63)
124 9,999(18) 35,626(49) 6,2614(67)
127 10,006(20) 35,639(55) 6,2632(74)
130 10,020(24) 35,618(64)  6,2560(86)
133 10,026(29) 35,637(80) 6,255(11)
136 10,033(36) 35,72(10) 6,254(14)
139 X X X

142 X X X

145 X X X

148 X X X

151 X X X

154 X X X

157 X X X

Fonte: TITA, D. L.
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O mesmo foi realizado para a forma Il da espironolactona. Na Figura 38 segue
os gréficos referentes ao comportamento dos parametros de cela unitaria (i.e. a, b e
c) em funcdo do aumento de temperatura (pontos roxos).

Para esse caso, os graficos foram plotados da temperatura inicial de 31 a 157
°C, além disso, utilizaram-se equacfes de primeiro grau para descrever 0

comportamento dos pontos.

Figura 38. Equacdes das retas que regem a expansao da cela unitaria (a, b, e c¢), a partir do
RSR, para a forma Il da espironolactona. Com temperatura inicial de 31 e final de 157 °C,
segue as equacgdes de primeiro grau que descrevem o comportamento dos pontos.
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~ 19.15 - oo
= oot
O 1914 ™
{2
Q1905 { , eeee™
onte’
19 : . . .
27 54 81 108 135 162
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Fonte: TITA, D. L.

Na Tabela 12 séo apresentados os dados que foram utilizados para compor a
figura anterior. Nela encontram-se os valores dos parametros de cela unitaria (i.e. a,

b e c), além dos erros, para a fase cristalina forma Il, obtidos via RSR.
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Tabela 12. Paradmetros de cela unitaria da forma Il, obtidos via refinamento sequencial por
Rietveld, para a amostra SPR.

SPR Forma Il - ParAmetros de cela unitéaria
(RSR)
Temperatura a(A) b (A) c (A)
(@)
31 10,5939(13) 11,0136(16) 19,0207(25)
34 10,5951(22)  11,0151(27) 19,0244(44)
37 10,5976(30) 11,0173(35) 19,0291(57)
40 10,5989(34) 11,0191(41) 19,0265(68)
43 10,6006(38) 11,0225(47) 19,0377(77)
46 10,6024(42)  11,0232(52) 19,0373(85)
49 10,6060(46)  11,0271(57) 19,0425(93)
52 10,6077(50) 11,0303(61) 19,046(10)
55 10,6102(53) 11,0324(65) 19,048(11)
58 10,6134(56) 11,0350(68) 19,054(11)
61 10,6139(59) 11,0366(72)  19,061(12)
64 10,6161(61) 11,0392(76)  19,058(13)
67 10,6191(64)  11,0420(79)  19,067(13)
70 10,6208(66) 11,0434(82) 19,067(14)
73 10,6238(70)  11,0473(85)  19,073(14)
76 10,6257(72)  11,0480(88)  19,078(15)
79 10,6268(74)  11,0493(91)  19,077(15)
82 10,6310(76) 11,0533(94) 19,086(16)
85 10,6350(78) 11,0564(97) 19,087(16)
88 10,6362(80)  11,0586(99)  19,092(17)
91 10,6404(82)  11,063(10)  19,099(17)
94 10,6417(84)  11,063(10)  19,098(17)
97 10,6435(86)  11,064(11)  19,103(18)
100 10,6458(87) 11,067(11) 19,106(18)
103 10,6501(89)  11,072(11)  19,109(18)
106 10,6530(90)  11,074(11)  19,116(19)
109 10,6564(91) 11,078(11) 19,119(19)
112 10,6593(92) 11,081(12) 19,125(19)
115 10,6602(93)  11,082(12)  19,127(19)
118 10,6632(94)  11,082(12)  19,131(20)
121 10,6658(95)  11,086(12)  19,138(20)
124 10,6695(96) 11,089(12) 19,138(20)
127 10,6746(97)  11,094(12)  19,147(20)
130 10,6744(98)  11,094(12)  19,147(20)
133 10,6779(98)  11,096(12)  19,151(20)
136 10,6820(99)  11,102(12)  19,160(21)
139 10,684(10) 11,102(13) 19,161(21)
142 10,686(10) 11,105(13)  19,168(21)
145 10,688(10) 11,107(13)  19,172(21)
148 10,693(10) 11,109(13)  19,174(21)
151 10,697(10) 11,113(13)  19,185(21)
154 10,699(10) 11,113(13) 19,183(21)
157 10,703(10) 11,116(13)  19,192(22)

Fonte: TITA, D. L.
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Para finalizar o RSR da amostra SPR, segue na Tabela 13 os indices de
qualidade de refinamentos, apresentados para cada temperatura e, no final da tabela,

em geral, os indices para o conjunto total dos dados.



116

Tabela 13. indices de qualidade de refinamento para a amostra SPR, via refinamento
sequencial por Rietveld.

Fonte: TITA, D. L.

indices de qualidade de

SPR refinamento
(RSR)
Temf?g;‘t“ra Rw  d-DW  GOF
31 6,2863 0,5501 2,1569
34 6,4530 0,5119 2,2174
37 6,2055 0,5168 2,1370
40 6,4220 0,5164 2,2169
43 6,3986 0,4916 2,2132
46 6,5001 0,4796 2,2538
49 6,4604 0,4848 2,2457
52 6,5637 0,4844 2,2853
55 6,5919 0,4879 2,3028
58 6,4525 0,4613 2,2568
61 6,4961 0,4728 2,2775
64 6,6289 0,4369 2,3309
67 6,6694 0,4618 2,3501
70 6,9477 0,4173 2,4542
73 6,9563 0,4401 2,4624
76 6,7593 0,4571 2,3967
79 7,0973 0,4136 2,5239
82 7,1684 0,4014 2,5530
85 7,0735 0,3994 2,5250
88 7,1432 0,3914 2,5576
91 7,2587 0,3726 2,6042
94 7,6520 0,3412 2,7533
97 7,3268 0,3885 22,6405
100 7,5244 0,3510 2,7222
103 7,8008 0,3401 2,8306
106 8,0020 0,3326 2,9068
109 8,5951 0,2735 3,1340
112 8,5449 0,2644  3,1243
115 8,6466 0,2547 3,1739
118 8,6270 0,2770 3,1716
121 8,4440 0,2716 3,1104
124 8,6943 0,2602 3,2174
127 9,7644 0,2207 3,6110
130 9,1848 0,2426  3,3993
133 9,3470 0,2514  3,4687
136 9,3745 0,2357 3,4877
139 10,1316 0,1967 3,6254
142 11,4194 0,1660 4,0753
145 9,9713 0,2024 3,5793
148 10,2646 0,2023 3,6919
151 10,2709 0,2041  3,6982
154 10,6463 0,1927 3,8422
157 10,5666 0,2001 3,8160
GERAL 8,0899 15,3191 2,7808
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A partir das equacdes determinadas para os parametros de cela unitaria da
espironolactona forma | e Il, iniciou-se o RRP, sendo assim, na Figura 39 é
apresentada a mesma transicao de fases da Figura 36, mas agora para a obtencao
desses dados utilizou-se a parametrizacdo via RRP. Com isso, € possivel observar
gue os resultados apresentam uma menor oscilacdo. Além disso, a partir da
modelagem dos parametros de cela unitaria foi possivel incluir a forma | da SPR até

o final do refinamento.

Figura 39. Transicao de fases polimorficas da amostra SPR em fungé&o do aquecimento. A
partir dos dados obtidos pelo RRP, de um conjunto contendo 43 difratogramas, observam-se
que os resultados para a forma | (pontos verdes) e Il (pontos roxos) sdo préximos aos
apresentados na Figura 38, mas nesse caso foi possivel refinar a forma | até a dltima
temperatura.
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Fonte: TITA, D. L.

Na Tabela 14 séo apresentados os dados que foram utilizados para compor a
figura anterior. Nela encontram-se os valores da AQF, além dos erros, para as fases

cristalinas, forma | e Il, que foram identificadas e quantificadas, via RPR.
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Tabela 14. Porcentagem em massa cristalina das fases identificadas para a amostra SPR,
obtidas via refinamento paramétrico por Rietveld, da temperatura inicial de 31 °C até a
temperatura final 157 °C, com incremento de 3 °C.

Fases cristalinas identificadas e

SPR guantificadas
(RPR)
Temperatura Formall Forma ll
(°C) (% em massa) (% em massa)
31 53,00(64) 47,00(64)
34 52,71(64) 47,29(64)
37 52,92(64) 47,08(64)
40 52,99(64) 47,01(63)
43 52,75(63) 47,25(64)
46 52,94(64) 47,06(64)
49 52,79(64) 47,21(64)
52 52,76(64) 47,24(64)
55 52,62(64) 47,38(64)
58 52,73(64) 47,27(64)
61 52,71(65) 47,29(65)
64 52,46(65) 47,54(65)
67 52,51(65) 47,49(65)
70 52,36(66) 47,64(66)
73 52,26(65) 47,74(65)
76 51,83(66) 48,17(66)
79 51,52(66) 48,48(66)
82 51,30(66) 48,70(66)
85 50,59(67) 49,41(67)
88 49,56(68) 50,44(68)
91 48,29(68) 51,71(68)
94 45,89(70) 54,10(70)
97 42,83(71) 57,17(71)
100 38,26(74) 61,74(74)
103 33,38(76) 66,62(76)
106 28,82(79) 71,18(79)
109 24,88(82) 75,11(82)
112 22,03(83) 77,97(83)
115 19,47(84) 80,53(84)
118 18,26(81) 81,73(81)
121 15,76(87) 84,24(87)
124 12,73(87) 87,27(87)
127 8,72(87) 91,28(87)
130 6,48(90) 93,52(89)
133 4,31(92) 95,68(92)
136 3,04(27) 96,96(27)
139 2,09(26) 97,91(26)
142 1,73(24) 98,27(25)
145 1,80(26) 98,20(26)
148 1,06(26) 98,93(26)
151 1,09(26) 98,91(26)
154 0,83(26) 99,17(26)
157 0,47(55) 99,52(55)

Fonte: TITA, D. L.
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Com a modelagem, os PCU tornam-se mais robustos e, assim, o refinamento

também, com isso, é possivel refinar todo um conjunto de dados de uma Unica vez

sem que haja perda de fases, o que facilita no tratamento de um grande conjunto de

dados. Assim, nesse caso, a forma | da SPR foi incluida no refinamento paramétrico

até a ultima temperatura (i.e. 157 °C).

Na Figura 40 sdo apresentados os graficos obtidos para os PCU apés o RRP,

a partir das fungbes encontradas pelo RSR. Nesse caso observa-se que a

parametrizagdo ajuda a diminuir a flutuacdo dos PCU e, com isso, ao testar as

equacdes da reta que regem a dilatagcdo da amostra encontram-se excelentes ajustes.

Sendo assim, na propria figura sdo apresentas as equacdes das retas ja refinadas.

Figura 40. Equacles das retas obtidas para os PCU a partir do RPR, para a forma | da

espironolactona. Observa-se que a expansao dessa fase € praticamente linear.
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Fonte: TITA, D. L.

Na Tabela 15 s&o apresentados os dados que foram utilizados para compor a

figura anterior. Nela encontram-se os valores dos parametros de cela unitaria (i.e. a,

b e c), além dos erros, para a fase cristalina forma |, obtidos via RPR.
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Tabela 15. ParAmetros de cela unitaria da forma I, obtidos via refinamento paramétrico por
Rietveld, para a amostra SPR.

SPR Formal - Parametros de cela unitéaria
(RPR)
Temperatura a(A) b (A) c (A)
(@)
31 9,9620(9) 35,5271(34) 6,2101(4)
34 9,9634(9) 35,5316(35) 6,2117(4)
37 9,9649(10) 35,5360(36) 6,2134(4)
40 9,9663(10) 35,5404(37) 6,2151(4)
43 9,9677(10) 35,5448(39) 6,2168(4)
46 9,9691(10)  35,5492(40)  6,2185(4)
49 9,9705(11)  35,5536(42)  6,2201(4)
52 9,9719(11) 35,5580(43) 6,2218(4)
55 9,9733(11) 35,5624(45) 6,2235(4)
58 9,9747(11) 35,5668(47) 6,2252(4)
61 9,9761(12)  35,5712(49)  6,2269(4)
64 9,9775(12)  35,5757(51)  6,2285(4)
67 9,9790(12) 35,5801(53) 6,2302(5)
70 9,9804(13) 35,5845(55) 6,2319(5)
73 9,9818(13)  35,5889(57)  6,2336(5)
76 9,9832(14)  35,5933(59)  6,2353(5)
79 9,9846(14)  35,5977(62)  6,2370(5)
82 9,9860(14) 35,6021(64) 6,2386(5)
85 9,9874(15) 35,6065(66) 6,2403(5)
88 9,9888(15)  35,6109(69)  6,2420(5)
91 9,9902(16)  35,6153(72)  6,2437(5)
94 9,9916(16)  35,6198(74)  6,2453(5)
97 9,9931(17)  35,6242(77)  6,2470(6)
100 9,9945(18) 35,6286(80) 6,2487(6)
103 9,9959(18)  35,6330(83)  6,2504(6)
106 9,9973(19)  35,6374(87)  6,2520(6)
109 9,9987(19) 35,6418(89) 6,2537(6)
112 10,0001(20) 35,6462(93) 6,2554(6)
115 10,0015(21) 35,6506(96) 6,2571(6)
118 10,0029(21)  35,6550(99)  6,2588(6)
121 10,0043(22)  35,659(10) 6,2605(6)
124 10,0057(23)  35,664(11) 6,2621(7)
127 10,0072(23) 35,668(11) 6,2638(7)
130 10,0086(24)  35,673(11) 6,2655(7)
133 10,0100(25)  35,677(12) 6,2672(7)
136 10,0114(26)  35,681(12) 6,2689(7)
139 10,0128(26) 35,686(12) 6,2705(7)
142 10,0142(27)  35,690(13) 6,2722(7)
145 10,0156(28)  35,695(13) 6,2739(7)
148 10,0170(29)  35,699(14) 6,2756(8)
151 10,0184(30) 35,703(14) 6,2773(8)
154 10,0198(31) 35,708(14) 6,2789(8)
157 10,0213(32) 35,712(15) 6,2806(8)

Fonte: TITA, D. L.
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No caso da forma Il, apresentada na Figura 41, o mesmo comportamento de
R2 é observado. Sendo assim, segue na propria figura as equacdes das retas ja

refinadas.

Figura 41. Equacbes das retas obtidas para os PCU a partir do RPR, para a forma Il da
espironolactona. Observa-se que a expansao dessa fase € linear.
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Fonte: TITA, D. L.

Na Tabela 15 sédo apresentados os dados que foram utilizados para compor a
figura anterior. Nela encontram-se os valores dos parametros de cela unitaria (i.e. a,

b e c), além dos erros, para a fase cristalina forma Il, obtidos via RPR.
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Tabela 16. Parametros de cela unitaria da forma Il, obtidos via refinamento paramétrico por
Rietveld, para a amostra SPR.

SPR Forma Il - ParAmetros de cela unitéaria
(RPR)
Temperatura a(A) b (A) c (A)
(@)
31 10,5885(5) 11,0133(6)  19,0174(10)
34 10,5911(5) 11,0157(6)  19,0214(11)
37 10,5937(5) 11,0182(6)  19,0254(11)
40 10,5963(5) 11,0206(6) 19,0294(11)
43 10,5989(5) 11,0230(6) 19,0334(11)
46 10,6015(5) 11,0254(7)  19,0374(11)
49 10,6041(5) 11,0279(7)  19,0414(11)
52 10,6068(5) 11,0303(7) 19,0454(11)
55 10,6094(5) 11,0327(7) 19,0494(11)
58 10,6120(5) 11,0352(7) 19,0534(11)
61 10,6146(5) 11,0376(7)  19,0573(12)
64 10,6172(6) 11,0400(7)  19,0613(12)
67 10,6198(6) 11,0425(7) 19,0653(12)
70 10,6224(6) 11,0449(7)  19,0693(12)
73 10,6250(6) 11,0473(7)  19,0733(12)
76 10,6276(6) 11,0497(7)  19,0773(12)
79 10,6302(6) 11,0522(7)  19,0813(12)
82 10,6329(6) 11,0546(8) 19,0853(13)
85 10,6355(6) 11,0570(8) 19,0893(13)
88 10,6381(6) 11,0595(8)  19,0933(13)
91 10,6407(6) 11,0619(8)  19,0972(13)
94 10,6433(6) 11,0643(8)  19,1012(13)
97 10,6459(6) 11,0668(8) 19,1052(13)
100 10,6485(6) 11,0692(8) 19,1092(14)
103 10,6511(7) 11,0716(8)  19,1132(14)
106 10,6537(7) 11,0740(8)  19,1172(14)
109 10,6563(7) 11,0765(8) 19,1212(14)
112 10,6590(7) 11,0789(9)  19,1252(14)
115 10,6616(7) 11,0813(9)  19,1292(14)
118 10,6642(7) 11,0838(9)  19,1332(15)
121 10,6668(7) 11,0862(9)  19,1371(15)
124 10,6694(7) 11,0886(9)  19,1411(15)
127 10,6720(7) 11,0911(9)  19,1451(15)
130 10,6746(7) 11,0935(9)  19,1491(15)
133 10,6772(7) 11,0959(9)  19,1531(16)
136 10,6798(8)  11,0983(10) 19,1571(16)
139 10,6824(8)  11,1008(10) 19,1611(16)
142 10,6851(8)  11,1032(10) 19,1651(16)
145 10,6877(8)  11,1056(10) 19,1691(16)
148 10,6903(8)  11,1081(10) 19,1731(17)
151 10,6929(8)  11,1105(10) 19,1770(17)
154 10,6955(8)  11,1129(10) 19,1810(17)
157 10,6981(8)  11,1154(10) 19,1850(17)

Fonte: TITA, D. L.
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Para finalizar o RPR da amostra SPR, segue na Tabela 17 os indices de
qualidade de refinamentos, apresentados para cada temperatura e, no final da tabela,

em geral, os indices para o conjunto total dos dados.
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Tabela 17. indices de qualidade de refinamento para a amostra SPR, via refinamento
paramétrico por Rietveld.

Fonte: TITA, D. L.

indices de qualidade de

SPR refinamento
(RPR)
Temf?g;‘t“ra Rw  d-DW  GOF
31 6,8460 0,4777 2,3553
34 7,0389 0,4420 2,4204
37 6,7343 0,4536 2,3159
40 6,9847 0,4470 2,4029
43 7,0419 0,4166 2,4224
46 6,9968 0,4211 2,4077
49 6,9492 0,4283 2,3924
52 7,0612 0,4284 2,4298
55 7,0723 0,4328 2,4366
58 6,8772 0,4137 2,3672
61 6,9374 0,4230 2,3886
64 7,0881 0,3905 2,4425
67 7,0331 0,4241 2,4234
70 7,1221 0,4034 2,4549
73 7,1900 0,4182 2,4782
76 7,0401 0,4284 2,4253
79 7,3920 0,3870 2,5484
82 7,3471 0,3895 25312
85 7,3230 0,3792 2,5232
88 7,4069 0,3710 2,5541
91 7,4682 0,3594 25748
94 7,9216 0,3268 2,7330
97 7,6798 0.3643 2,6478
100 7,9438 0,3249 2,7433
103 8,2124 0,3198 2,8380
106 8,4611 0,3067 2,9210
109 8,8349 0,2658 3,0547
112 8,5652 0,2677 2,9628
115 8,6270 0,2594  2,9890
118 8,6158 0,2806 2,9833
121 8,4149 0,2749 29127
124 8,7877 0,2577 3,0488
127 9,1841 0,2514 3,1781
130 9,1169 0,2462 3,1508
133 9,2764 0,2552 3,2071
136 9,2627 0,2422  3,2033
139 9,5299 0,2217 3,2981
142 11,0096 0,1786 3,7968
145 9,5199 0,2205 3,2979
148 9,9131 0,2178 3,4373
151 9,9934 0,2189 3,4651
154 10,3315 0,2074 3,5866
157 10,2896 0,2144 3,5730
GERAL 8,1999 14,4579 2,8139
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5.3 A alfalactose monoidratada

Na tamisagdo da LACMH observou-se, assim como ocorreu com a amostra
SPR, que o material apresenta uma certa dificuldade para transpor a malha da peneira
devido a formacéo de pequenos aglomerados, geralmente, no formato de esferas.
Para solucionar esse problema, utilizou-se um pincel de cerdas suaves e uma pinga
metalica para facilitar a tamisagdo em 200 mesh.

Com a finalidade de se obter informacfes sobre a morfologia do material
realizaram-se as analises de microscopia eletrénica de varredura de alta resolucéo
(MEV-FEG).

Na Figura 42 é apresentada a sequéncia das magnificaces: 200 X (A-B) e
3.000 X (C-D), da topografia do material, realizadas com voltagem de aceleracdo de
2,00 KV e Work Distance (WD) de aproximadamente 8 mm. Assim, com essas
imagens, observa-se que as particulas sdo formadas pela aglomeracdo de
subparticulas de tamanhos ainda menores que apresentam caracteristicas de solidos
geométricos com arestas definidas. No mais, nesse material ndo foram observadas

variacfes de morfologia.

Figura 42. MEV-FEG da amostra LACMH. E possivel observar a formacéo de aglomerados
de particulas gerados basicamente por estruturas caracteristicas de sélidos geométricos com
arestas definidas.

Fonte. TITA, D. L.



126

Na andlise de espectroscopia de energia dispersiva (EDS), apresentada na
Figura 43, observam-se os dois picos mais intensos que correspondem as transicdes
eletrénicas do i) carbono Ko em 0,282 keV e o ii) oxigénio Ko em 0,523 KeV, fazendo
referéncia a molécula de alfalactose monoidratada (C12H22011 . H20). Isso mostra,
dentro dos limites de deteccao da técnica, que o material ndo apresenta contaminagao

de sais ou de outros materiais.

Figura 43. EDS da amostra LACMH. Os picos mais intensos correspondem ao carbono e ao
oxigénio fazendo referéncia aos atomos que estdo contidos na alfalactose monoidratada
(C12H22011 . H20).
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Fonte: TITA, D. L.

Em relacéo a analise térmica da amostra LACMH, na Figura 44 é apresentada
a curva de DSC onde é possivel observar na primeira inflexdo endotérmica, proxima
a 145° C, a desidratacdo do material e na segunda, préxima a 219° C, a sua
decomposicédo térmica. Os mesmos fenémenos foram observados por Figura, T. 3,

em um artigo de identificacdo termo analitica desse excipiente.
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Figura 44. Andlise de DSC da amostra LACMH. No gréfico observa-se um primeiro pico
endotérmico em 145° C e a sua fusdo, no segundo pico, em 219° C.
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Fonte. TITA, D. L.

Para a analise de TGA, apresentada na Figura 45, observa-se que a primeira
perde de massa, que € de aproximadamente 5 %, faz referéncia a liberacdo da

molécula de dgua da estrutura 8.

Figura 45. Andlise de DTA da amostra LACMH. A primeira perda de massa faz referéncia a
desidratacdo do material.
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Fonte. TITA, D. L.

No caso da alfalactose monoidratada, com as analises realizadas até o
momento, ndo é possivel identificar se no material de partida existe a presenca de
fases polimérficas ou ndo. Sendo assim, para um melhor entendimento, empregou-
se, a partir de dados de DRXP, o método de Rietveld para identificacdo de

quantificacdo de fases.
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Na Figura 46 é apresentado o grafico de Rietveld, onde todos os picos contidos
no difratograma foram identificados como da fase alfalactose monoidratada, sendo

assim, entende-se que o material ndo contém misturas de fases.

Figura 46. Grafico de Rietveld para a amostra LACMH. Todos os picos foram identificados

com sendo da alfalactose monoidratada.
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Fonte: TITA, D. L.

Para os ensaios de DRXP com variacdo de temperatura, para a amostra
LACMH, foram obtidos um conjunto de 27 difratogramas, em aquecimento de 5 °C por
medida, com temperatura inicial de 30 e final de 160 °C.

Na Figura 47 observa-se o comportamento dessa transicao de fases (i.e. com
0 aumento da temperatura a mistura inicial de alfalactose monoidratada mais

alfalactose, vai se convertendo em alfalactose), através da figura de transi¢céo de 260

inicial de 10 a 32°.
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Figura 47. Figura de transi¢cdo para a amostra LACMH de 10 a 32° (26). Os dados foram
obtidos de 30 a 160 °C, com aumento de 5 °C por medida, gerando assim, um total de 27
difratogramas. A regido em que é possivel observar, de forma mais clara, a transicao de fases,
correspondente a desidratac@o da alfalactose monoidratada, € proxima a 20° (26).
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Fonte: TITA, D. L.

Na Figura 48 segue o grafico extraido do RSR apresentando como as
proporcdes das fases, via AQF, do material de partida que continha uma mistura de
alfalactose e alfalactose monoidratada, se comporta durante o aquecimento. Nele se
observa, que com o aumento da temperatura, a alfalactose monoidratada (i.e. pontos
verdes) diminui, devido a desidratacdo e conversdo para a forma alfalactose (i.e.

pontos roxos).
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Figura 48. Transicao de fases polimorficas da amostra LACMH em funcdo do aquecimento.
A partir dos dados obtidos pelo RSR, de um conjunto contendo 27 difratogramas, observa-se
que com o aumento da temperatura a alfalactose monoidratada (pontos verdes) desidrata, se
transformando em alfalactose (pontos roxos).
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Fonte: TITA, D. L.

Na Tabela 18 sédo apresentados os dados que foram utilizados para compor a
figura anterior. Nela encontram-se os valores da AQF, além dos erros, para as fases
cristalinas, alfalactose monoidratada e alfalactose, que foram identificadas e

quantificas, via RSR.
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Tabela 18. Porcentagem em massa cristalina das fases identificadas para a amostra LACMH,
obtidas via refinamento sequencial por Rietveld, da temperatura inicial de 30 °C até a
temperatura final 160 °C, com incremento de 5 °C. Basicamente, com o0 aumento da
temperatura a forma alfalactose monoidratada sofre a desidratacdo e se converte em
alfalactose.

Fases cristalinas identificadas e
LACMH guantificadas
(RSR)

Temperatura Alfalactose Alfalactose

o monoidratada 0
(°C) (% em massa) (% em massa)

30 95,84(19) 4,16(19)
35 95,30(21) 4,70(20)
40 96,00(19) 4,00(19)
45 96,25(18) 3,75(18)
50 96,49(17) 3,51(17)
55 93,83(24) 6,16(24)
60 96,36(17) 3,63(17)
65 96,23(18) 3,77(18)
70 96,00(19) 4,01(19)
75 95,82(20) 4,18(20)
80 96,22(18) 3,77(18)
85 87,92(73) 12,08(73)
90 95,96(19) 4,04(19)
95 96,00(19) 4,00(19)
100 95,36(22) 4,64(22)
105 95,96(19) 4,04(19)
110 95,29(23) 4,70(23)
115 94,27(24) 5,73(24)
120 87,67(30) 12,32(30)
125 65,04(48) 34,96(48)
130 46,74(47) 53,26(47)
135 28,72(39) 71,28(39)
140 16,70(30) 83,30(30)
145 11,05(32) 88,94(32)
150 X 100,00

155 X 100,00

160 X 100,00

Fonte: TITA, D. L.

Com os resultados dos parametros de cela unitaria (i.e. a, b, c e f) da
alfalactose monoidratada, obtidos pelo RSR, plotou-se na Figura 49 os graficos
referentes ao comportamento desses parametros em funcdo do aumento de
temperatura (pontos verdes). Pelo refinamento foi possivel identificar e quantificar a
alfalactose monoidratada, que era a fase majoritaria no inicio do ensaio, até a

temperatura de 125 °C.
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Para os parametros a, b e c o melhor ajuste encontrado foi a partir de equacdes
de segundo grau, j& para o parametro S a equacao foi a de terceiro grau.

Assim, ainda na mesma figura, segue os graficos dos parametros de cela
unitaria para a forma alfalactose monoidratada, plotados de 30 a 125 °C, e as

equacdes obtidas.

Figura 49. Equacdes das retas que regem a expansédo da cela unitéria (a, b, c e f), a partir
do RSR, para a alfalactose monoidratada. Com temperatura inicial de 30 e final de 125 °C,
segue as equacoes de segundo grau, para 0os parametros a, b e ¢, e a de terceiro grau para

o p.
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Fonte: TITA, D. L.

Na Tabela 19 sao apresentados os dados que foram utilizados para compor a
figura anterior. Nela encontram-se os valores dos parametros de cela unitaria (i.e. a,
b, c e ), além dos erros, para a fase cristalina alfalactose monoidratada, obtidos via
RSR.
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Tabela 19. Parametros de cela unitaria da alfalactose monoidratada, obtidos via refinamento
sequencial por Rietveld, para a amostra LACMH.

LACMH Alfalactose monoidratada
Parametros de cela unitaria (RSR)
Temperatura a(A) b (A) c (A) B (°)
(0
30 4,8164(1) 21,5767(17) 7,7669(6) 105,9136(33)
35 4,8175(2) 21,5793(30) 7,7680(11) 105,9130(56)
40 4,8175(2) 21,5731(38) 7,7666(14) 105,9221(73)
45 4,8191(3) 21,5784(45) 7,7683(17) 105,9247(86)
50 4,8205(3) 21,5835(51) 7,7704(19) 105,9239(98)
55 4,8241(4) 21,5925(57) 7,7696(22) 105,941(11)
60 4,8240(4) 21,5885(62) 7,7724(23) 105,933(12)
65 4,8245(4) 21,5893(66) 7,7723(25) 105,937(13)
70 4,8257(4) 21,5936(71) 7,7738(27) 105,936(13)
75 4,8268(5) 21,5932(75) 7,7736(29) 105,941(14)
80 4,8289(5) 21,5993(80) 7,7755(30) 105,946(15)
85 4,8331(5) 21,6129(83) 7,7816(32) 105,952(16)
90 4,8316(5) 21,6055(87) 7,7782(33) 105,946(16)
95 4,8329(6) 21,6077(91) 7,7786(35) 105,954(17)
100 4,8342(6) 21,6110(94) 7,7805(36) 105,956(18)
105 4,8378(6) 21,6203(98) 7,7843(37) 105,958(18)
110 4,8379(6) 21,6171(101) 7,7827(39) 105,968(19)
115 4,8422(6) 21,6284(104) 7,7888(40) 105,977(20)
120 4,8416(7) 21,6155(108) 7,7860(41) 105,995(20)
125 4,8451(7) 21,6222(113) 7,7918(43) 106,023(21)
130 4,8346(8) 21,5809(127) 7,7725(48) 106,020(23)
135 4,8337(9) 21,5717(154) 7,7701(57) 106,047(26)
140 4,8352(12) 21,5937(237) 7,7698(76) 106,031(34)
145 4,8429(21) 21,5987(387) 7,7435(100) 105,976(55)
150 X X X X
155 X X X X

Fonte: TITA, D. L.

O mesmo foi realizado para a forma alfalactose. Na Figura 50 segue os gréaficos
referentes ao comportamento dos parametros de cela unitaria (i.e. a, b, c e f) em
funcdo do aumento de temperatura (pontos roxos).

Para esse caso, os graficos foram plotados da temperatura inicial de 40 a 155
°C, para se obter o melhor ajuste. Todos os parametros analisados foram modelados

a partir de equacdes de terceiro grau.
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Figura 50. Equacgbes das retas que regem a expanséo da cela unitéria (a, b, c e f), a partir
do RSR, para a alfalactose. Com temperatura inicial de 40 e final de 155 °C, segue as
equacdes de terceiro grau descrevem o comportamento dos pontos para todos os parametros.
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Fonte: TITA, D. L.

Na Tabela 20 sédo apresentados os dados que foram utilizados para compor a

figura anterior. Nela encontram-se os valores dos parametros de cela unitaria (i.e. a,

b, c e /), além dos erros, para a fase cristalina alfalactose, obtidos via RSR.
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Tabela 20. Parametros de cela unitaria da alfalactose, obtidos via refinamento sequencial por
Rietveld, para a amostra LACMH.

LACMH Alfalactose - Parametros de cela unitéaria (RSR)
Temperatura a (A) b (A) c (A B (A)
(°0)
30 7,928(14) 19,652(72) 4,973(44) 104,43(12)
35 7,900(25)  19,660(12) 4,984(76) 103,81(21)
40 7,867(33)  19,667(16) 4,991(96) 103,03(28)
45 7,851(40) 19,671(20) 4,986(11) 102,71(33)
50 7,815(46)  19,680(23) 4,990(12) 102,21(38)
55 7,781(53)  19,714(24) 5,002(15) 102,45(53)
60 7,835(58)  19,691(26) 4,984(18) 102,21(65)
65 7,855(63) 19,694(28) 4,981(19) 102,05(68)
70 7,866(67) 19,699(31) 4,984(19) 102,00(70)
75 7,869(70)  19,704(33) 4,985(20) 101,82(72)
80 7,873(74) 19,711(35) 4,990(21) 101,82(75)
85 7,939(78) 19,75 (11) 5,083(22) 104,29(78)
90 7,879(82) 19,72 (15) 4,991(23) 101,83(82)
95 7,872(85) 19,73 (15) 4,990(24) 102,03(84)
100 7,867(88) 19,73(15) 4,988(25) 102,26(86)
105 7,862(90) 19,74(15) 4,987(25) 102,31(88)
110 7,879(93) 19,74(15) 4,988(26) 102,81(90)
115 7,857(95) 19,76(15) 4,966(27) 102,67(91)
120 7,814(96) 19,74(15) 4,938(27) 103,54(92)
125 7,811(96) 19,74(15) 4,938(27) 103,62(92)
130 7,795(96) 19,70(15) 4,925(27) 103,69(92)
135 7,798(96) 19,70(15) 4,926(27) 103,70(92)
140 7,801(96) 19,70(15) 4,927(27) 103,71(92)
145 7,808(96) 19,71(15) 4,932(27) 103,75(92)
150 7,803(96) 19,70(15) 4,929(27) 103,76(92)
155 7,809(97) 19,70(15) 4,932(27) 103,77(92)
160 7,814(97) 19,69(15) 4,933(27) 103,79(92)

Fonte: TITA, D. L.

Para finalizar o RSR da amostra LACMH, segue na Tabela 21 os indices de

gualidade de refinamentos, apresentados para cada temperatura e, no final da tabela,

em geral, os indices para o conjunto total dos dados.
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Tabela 21. indices de qualidade de refinamento para a amostra LACMH, via refinamento

sequencial por Rietveld.

indices de qualidade de

LACMH refinamento
(RSR)
Temffg;‘t“ra Rw  d-DW  GOF
30 8,8849 0,3163  7,9357
35 8,8079 0,3404  7,9057
40 11,4506 0,2056 10,3096
45 11,4286 0,2076 10,3298
50 11,1738 0,2215 10,1385
55 10,8994 0,2378  9,9247
60 11,1247 0,2181 10,1659
65 11,1737 0,2120 10,2457
70 11,0953 0,2177 10,2168
75 11,1786 0,2233 10,3305
80 11,1558 0,2193 10,3511
85 10,5544 0,2441  9,9486
90 11,1353 0,2179 10,4217
95 11,2481 0,2130 10,5652
100 11,2476 0,2163 10,6042
105 11,1001 0,2210 10,5080
110 11,1474 0,2225 10,5787
115 10,3600 0,2411 9,8439
120 9,5879 0,2866  9,1322
125 12,5056 0,1421 11,9860
130 6,2315 0,2792  5,9659
135 47474 0,3112 4,6381
140 4,3910 0,2524  4,2073
145 4,9519 0,2065 4,6081
150 7,1377 0,0998 6,2487
155 6,2525 0,1183 5,4347
GERAL 10,0004 5,9446  8,8597

Fonte: TITA, D. L.

A partir das equagbes determinadas para os parametros de cela unitaria da

lactose monoidratada (alfalactose monoidratada e alfalactose), iniciou-se 0 RPR,

sendo assim, na Figura 51 é apresentada a mesma transicédo de fases da Figura 48,

mas agora para a obtencao desses dados utilizou-se a parametrizacéo via RPR. Com

isso, é possivel observar que os resultados apresentam uma menor oscilagéo.
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Figura 51. Transicao de fases polimorficas da amostra LACMH em funcdo do aquecimento.
A partir dos dados obtidos pelo RPR, de um conjunto contendo 27 difratogramas, observam-
se gque os resultados para alfalactose monoidratada (pontos verdes) e alfalactose (pontos
roxos) sao proximos aos apresentados na Figura 59, mas com uma menor flutuacdo dos
dados, em especial na inversdo das fases, proximo a 135 °C.
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Fonte: TITA, D. L.

Na Tabela 22 séo apresentados os dados que foram utilizados para compor a
figura anterior. Nela encontram-se os valores da AQF, além dos erros, para as fases
cristalinas, alfalactose monoidratada e alfalactose que foram identificadas e

quantificadas, via RPR.
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Tabela 22. Porcentagem em massa cristalina das fases identificadas para a amostra LACMH,
obtidas via refinamento paramétrico por Rietveld, da temperatura inicial de 30 °C até a
temperatura final 160 °C, com incremento de 5 °C.

Fases cristalinas identificadas

LACMH e guantificadas
(RPR)
Temp?ratura mﬁ':}?}'%ﬁ;ﬂ;za Alfalactose
(°C) (% em massa) (% em massa)
30 96,40(19) 3,60(19)
35 95,76(21) 4,24(21)
40 97,10(14) 2,89(13)
45 97,24(13) 2,76(13)
50 97,40(12) 2,60(12)
55 96,74(16) 3,26(16)
60 97,69(11) 2,30(11)
65 97,79(10) 2,21(10)
70 97,58(12) 2,42(12)
75 97,52(12) 2,47(12)
80 97,59(11) 2,40(11)
85 97,40(12) 2,60(12)
90 97,31(12) 2,69(12)
95 97,60(11) 2,39(11)
100 97,14(13) 2,86(13)
105 97,42(12) 2,58(12)
110 97,29(13) 2,71(13)
115 96,52(15) 3,48(15)
120 92,16(18) 7,83(18)
125 72,63(31) 27,36(31)
130 58,21(25) 41,79(25)
135 30,15(23) 69,85(23)
140 16,60(23) 83,40(23)
145 7,44(34) 92,56(34)
150 X 100,00
155 X 100,00
160 X 100,00

Fonte: TITA, D. L.

Na Figura 52 sao apresentados os graficos obtidos para os PCU ap6s o RPR,
a partir das funcbes encontradas pelo RSR. Nesse caso observa-se que a
parametrizacdo ajuda a diminuir a flutuagcdo dos PCU e, com isso, ao testar as
equacOes da reta que regem a dilatagdo da amostra encontram-se excelentes ajustes.

Sendo assim, na propria figura sdo apresentas as equacdes das retas ja refinadas.
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Figura 52. Equac@es das retas obtidas para os PCU a partir do RPR, para a forma alfalactose
monoidratada da amostra LACMH. Observa-se que a expansdo dessa fase € ajustada as

equacgdes de modelagem que seguem na figura.
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Fonte: TITA, D. L.

Na Tabela 23 sédo apresentados os dados que foram utilizados para compor a

figura anterior. Nela encontram-se os valores dos parametros de cela unitaria (i.e. a,

b, c e ), além dos erros, para a fase cristalina alfalactose monoidratada, obtidos via

RPR.
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Tabela 23. Parametros de cela unitaria da alfalactose monoidratada, obtidos via refinamento
paramétrico por Rietveld, para a amostra LACMH.

LACMH Alfalactose monoidratada
Parametros de cela unitaria (RPR)
Temperatura a (A) b (A) c (A) B (°)
(0
30 4,8135(0) 21,5695(4) 7,7677(2) 105,9082(8)
35 4,8148(0) 21,5724(4) 7,7683(2) 105,9161(8)
40 4,8162(0) 21,5754(4) 7,7688(2) 105,9220(8)
45 4,8176(0) 21,5784(4) 7,7695(2) 105,9264(8)
50 4,8190(0) 21,5813(4) 7,7701(2) 105,9294(8)
55 4,8205(0) 21,5843(4) 7,7709(2) 105,9315(8)
60 4,8220(0) 21,5872(4) 7,7716(2) 105,9328(8)
65 4,8235(0) 21,5901(4) 7,7725(2) 105,9338(8)
70 4,8251(0) 21,5931(4) 7,7733(2) 105,9346(8)
75 4,8268(0) 21,5960(4) 7,7743(2) 105,9357(8)
80 4,8285(0) 21,5989(4) 7,7752(2) 105,9372(8)
85 4,8302(0) 21,6018(4) 7,7763(2) 105,9396(8)
90 4,8320(0) 21,6047(4) 7,7773(2) 105,9430(8)
95 4,8339(0) 21,6077(4) 7,7785(2) 105,9479(8)
100 4,8357(0) 21,6106(4) 7,7796(2) 105,9544(8)
105 4,8377(0) 21,6135(4) 7,7809(2) 105,9630(8)
110 4,8396(0) 21,6163(4) 7,7821(2) 105,9738(8)
115 4,8416(0) 21,6192(4) 7,7835(2) 105,9873(8)
120 4,8437(0) 21,6221(4) 7,7848(2) 106,0036(8)
125 4,8458(0) 21,6250(4) 7,7863(2) 106,0232(8)
130 4,8479(0) 21,6279(4) 7,7877(2) 106,0462(8)
135 4,8501(0) 21,6307(4) 7,7893(2) 106,0731(8)
140 4,8524(0) 21,6336(4) 7,7908(2) 106,1040(8)
145 4,8547(0) 21,6365(4) 7,7925(2) 106,1394(8)
150 X X X X
155 X X X X
160 X X X X

Fonte: TITA, D. L.

No caso da alfalactose, apresentada na Figura 53, 0 mesmo comportamento

de R? é observado. Sendo assim, segue na prépria figura as equacdes das retas ja

refinadas.
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Figura 53. Equacbes das retas obtidas para os PCU a partir do RPR, para a alfalactose.
Observa-se que a expansado dessa fase € ajustada as equacdes de modelagem que seguem

na figura.
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Fonte: TITA, D. L.

Na Tabela 24 séo apresentados os dados que foram utilizados para compor a

figura anterior. Nela encontram-se os valores dos parametros de cela unitaria (i.e. a,

b, c e /), além dos erros, para a fase cristalina alfalactose, obtidos via RPR.



142

Tabela 24. Paradmetros de cela unitaria da alfalactose, obtidos via refinamento paramétrico
por Rietveld, para a amostra LACMH.

LACMH Alfalactose - Parametros de cela unitéaria (RPR)
Temperatura a(A) b (A) c (A) B (°)
(°0)
30 7,7316(39) 19,6156(38) 4,9282(10) 103,383(35)
35 7,7509(39) 19,6261(39) 4,9387(10) 102,846(35)
40 7,7682(40) 19,6371(39) 4,9477(10) 102,407(35)
45 7,7836(43) 19,6484(39) 4,9553(10) 102,059(36)
50 7,7972(41) 19,6598(40) 4,9616(10) 101,795(36)
55 7,8090(41) 19,6712(41) 4,9666(10) 101,609(36)
60 7,8192(42) 19,6825(41) 4,9705(10) 101,493(37)
65 7,8277(42) 19,6935(42) 4,9732(10) 101,441(37)
70 7,8348(43) 19,7040(42)  4,9750(10) 101,447(38)
75 7,8404(43) 19,7139(43)  4,9758(11) 101,503(38)
80 7,8446(44) 19,7231(44) 4,9757(11) 101,603(39)
85 7,8475(45) 19,7314(45) 4,9748(11) 101,740(40)
90 7,8492(45) 19,7386(46) 4,9732(11) 101,907(40)
95 7,8497(46) 19,7446(46) 4,9709(11) 102,098(41)
100 7,8492(47) 19,7493(47) 4,9681(11) 102,305(41)
105 7,8476(48) 19,7525(48) 4,9647(12) 102,522(42)
110 7,8452(48) 19,7540(49) 4,9610(12) 102,743(43)
115 7,8419(49) 19,7537(50) 4,9569(12) 102,960(43)
120 7,8378(50) 19,7515(51) 4,9525(12) 103,167(44)
125 7,8330(51) 19,7472(52)  4,9479(12) 103,357(45)
130 7,8276(52) 19,7406(53) 4,9432(13) 103,523(46)
135 7,8216(53) 19,7316(54) 4,9384(13) 103,659(47)
140 7,8152(54) 19,7201(55) 4,9337(13) 103,757(47)
145 7,8083(55) 19,7059(56)  4,9290(13) 103,811(48)
150 7,8012(56) 19,6888(58) 4,9246(14) 103,815(49)
155 7,7938(57) 19,6687(59) 4,9204(14) 103,761(50)
160 7,7862(58) 19,6455(60) 4,9165(14) 103,643(51)

Fonte: TITA, D. L.

Para finalizar o RPR da amostra LACMH, segue na Tabela 25 os indices de
gualidade de refinamentos, apresentados para cada temperatura e um, no final da

tabela, com os indices para o conjunto total dos dados.
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Tabela 25. indices de qualidade de refinamento para a amostra LACMH, via refinamento
paramétrico por Rietveld.

Fonte: TITA, D. L.

indices de qualidade de

LACMH refinamento
(RPR)
Temffg;‘t“ra Rwp(%) d-DW  GOF
30 9,0894 0,2889 8,1148
35 9,1649 0,3101 8,1941
40 11,2979 0,2063 10,0970
45 11,2274 0,2089 10,0376
50 10,9949 0,2222 9,8326
55 8,8492 0,3293 7,9135
60 10,9543 00,2217  9,7955
65 10,8394 00,2213 9,6909
70 10,7524 0,2297 19,6184
75 10,8322 0,2364 9,6889
80 10,8965 0,2299 9,7496
85 10,9532 0,2309 19,8064
90 10,8895 10,2281 9,7543
95 11,0212 0,2232 9,8703
100 11,0476 0,2261 9,8930
105 11,1539 00,2269 9,9905
110 11,1068 0,2295 19,9342
115 10,5141 0,2432 9,3790
120 10,1916 0,2664 9,0775
125 14,4439 10,1248 12,8973
130 9,7007 0,1583 8,6155
135 10,9408 0,0841 9,8759
140 9,5877 0,0875 8,4621
145 8,9400 0,0972  7,6280
150 8,2503 0,0911 6,9098
155 7,4257 0,1036  6,1602
160 12,3329 0,0512 10,2005
GERAL 10,5999 5,3769 9,3382
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5.4 A lactose anidra

Na tamisagdo da LACA observou-se, assim como ocorreu com as amostras
SPR e LACMH, a aglomeracéo do material, sendo assim, foi necessario para facilitar
a tamisacdo em 200 mesh utilizando pinca metélica e pincel de cerdas suaves.

Com a finalidade de se obter informacdes sobre a morfologia do material
realizaram-se as analises de microscopia eletrbnica de varredura de alta resolugéo
(MEV-FEG).

Na Figura 54 é apresentada a sequéncia das magnificacfes: 200 X (A-B) e
3.000 X (C-D), da topografia do material, realizadas com voltagem de aceleragéo de
2,00 KV e Work Distance (WD) de aproximadamente 8 mm. Assim, com essas
imagens, observa-se que as particulas sdo formadas pela aglomeracdo de
subparticulas de tamanhos ainda menores que apresentam caracteristicas de solidos
geométricos, de varias formas, com arestas bem definidas. No mais, até esse
momento, ndo é possivel inferir sobre uma possivel misturas de fases, mas em
comparacao com a amostra LACMH, a LACA apresenta estruturas de formas mais

bem definidas, como pode ser melhor observado em D.

Figura 54. Microscopias da amostra LACA. E possivel observar a formacéo de aglomerados
de particulas gerados basicamente por varias estruturas caracteristicas de sélidos

Fonte. TITA, D. L.
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Na andlise de espectroscopia de energia dispersiva (EDS), apresentada na
Figura 55, observam-se os dois picos mais intensos que correspondem as transicdes
eletrénicas do i) carbono Ko em 0,282 keV e o ii) oxigénio Ko em 0,523 KeV, fazendo
referéncia a molécula da lactose anidra (C12H22011). Isso mostra, dentro dos limites
de deteccdo da técnica, que o material ndo apresenta contaminacdo de sais ou de

outros materiais.

Figura 55. EDS da amostra LACA. Os picos mais intensos correspondem ao carbono e ao
oxigénio fazendo referéncia aos atomos que estdo contidos na lactose anidra (C12H22011).
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Fonte: TITA, D. L.

Em relacdo a andlise térmica da amostra LACA, na Figura 56 é apresentada a
curva de TGA onde é possivel observar na primeira inflexdo endotérmica, proxima a
145° C, a desidratacdo do material, que pode ser proveniente de mistura entre
alfalactose monoidratada e a lactose anidra. Depois disso, segue 0 inicio da

decomposicédo térmica do material.
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Figura 56. Analise de DTA da amostra LACA. A primeira perda de massa, proxima a 100 °C,
faz referéncia a desidratacdo de uma fase secundaria que pode ser a alfalactose
monoidratada.
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Fonte: TITA, D. L.

Na Figura 57 é apresentado o gréfico de Rietveld, onde foram identificas as
seguintes formas: (i) betalactose em 92,92 %, (ii) alfalactose monoidratada em 6,31
% e a (iii) alfalactose em 0,78 %, todas em porcentagem de massa. Sendo assim,

entende-se que o material contém misturas de fases.

Figura 57. Gréfico de Rietveld para a amostra LACA. Observa-se uma mistura de formas: (i)
betalactose em 92,92 %, (ii) alfalactose monoidratada em 6,31 % e a (iii) alfalactose em 0,78
%, todas em porcentagem de massa.
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Fonte: TITA, D. L.

Para os ensaios de DRXP com variagéo de temperatura, para a amostra LACA,
foram obtidos um conjunto de 27 difratogramas, em aquecimento de 5 °C por medida,
com temperatura inicial de 25 e final de 155 °C.

Na Figura 25 observa-se o comportamento dessa transi¢cédo de fases (i.e. com

0 aumento da temperatura a mistura inicial de alfalactose monoidratada mais
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betalactose, vai se convertendo em betalactose), através da figura de transicao de 26
inicial de 8 a 32°.

No caso dos refinamentos sequencial e paramétrico néo foi possivel identificar
a forma alfalactose, assim como apresentada na Figura 57. Esse fato se deu haja vista
a obtencdo de dados, para esse tipo de refinamento, serem realizados de forma
rapida, para que ndo ocorra mudanca de fase durante a leitura de um difratograma,
assim perde-se em resolucdo e como a fase apresentava uma quantidade infima na

mistura, sua identificacdo tornou-se inviavel.

Figura 58. Figura de transi¢éo para a amostra LACA de 8 a 32° (20). Os dados foram obtidos
de 25 a 155 °C, com aumento de 5 °C por medida, gerando assim, um total de 27
difratogramas. A regido em que é possivel observar, de forma mais clara, a transicéo de fases,
correspondente a desidratacdo da alfalactose monoidratada, é proxima a 20° (26).
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Fonte: TITA, D. L.

Na Figura 59 segue o grafico extraido do RSR apresentando como as
proporcdes das fases, via AQF, do material de partida que continha uma mistura de
betalactose e alfalactose monoidratada, se comportam durante o aguecimento. Nele
se observa, que com o aumento da temperatura, a alfalactose monoidratada (i.e.
pontos roxos) diminui, devido a desidratagdo e conversao para a forma betalactose

(i.e. pontos verdes).
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Figura 59. Transicao de fases polimérficas da amostra LACA em fun¢édo do aquecimento. A
partir dos dados obtidos pelo RSR, de um conjunto contendo 27 difratogramas, observa-se
que com o aumento da temperatura a alfalactose monoidratada (pontos roxos) desidrata, se
transformando em betalactose (pontos verdes).
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Fonte: TITA, D. L.

Na Tabela 26 séo apresentados os dados que foram utilizados para compor a
figura anterior. Nela encontram-se os valores da AQF, além dos erros, para as fases
cristalinas, betalactose e alfalactose monoidratada, que foram identificadas e

quantificas, via RSR.
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Tabela 26. Porcentagem em massa cristalina das fases identificadas para a amostra LACA,
obtidas via refinamento sequencial por Rietveld, da temperatura inicial de 25 °C até a
temperatura final 155 °C, com incremento de 5 °C. Basicamente, com o0 aumento da
temperatura a forma alfalactose monoidratada sofre a desidratacdo e se converte em
betalactose.

Fases cristalinas identificadas e

LACA guantificadas
(RSR)
Temperatura Betalactose AIfaI_actose
(°C) (% em massa) monoidratada
(% em massa)
25 89,70(16) 10,30(16)
30 89,84(16) 10,16(16)
35 89,99(16) 10,01(16)
40 90,02(17) 9,98(17)
45 90,15(16) 9,85(16)
50 90,20(16) 9,79(16)
55 90,52(16) 9,48(16)
60 90,16(16) 9,84(16)
65 90,27(16) 9,73(16)
70 90,09(16) 9,91(16)
75 90,53(16) 9,46(16)
80 90,68(16) 9,32(16)
85 90,97(16) 9,03(16)
90 91,04(15) 8,96(15)
95 91,38(15) 8,61(15)
100 91,80(14) 8,20(14)
105 91,98(14) 8,02(14)
110 91,86(14) 8,14(14)
115 92,76(13) 7,24(13)
120 94,07(13) 5,93(13)
125 92,90(17) 7,10(17)
130 95,12(16) 4,88(16)
135 95,98(11) 4,01(11)
140 97,03(9) 2,97(9)
145 97,12(10) 2,88(10)
150 97,41(12) 2,59(12)
155 100,00 X

Fonte: TITA, D. L.

Com os resultados dos parametros de cela unitaria (i.e. a, b, c e f) da
betalactose, obtidos pelo RSR, plotou-se na Figura 60 os graficos referentes ao
comportamento desses parametros em funcdo do aumento de temperatura (pontos
verdes). Pelo refinamento foi possivel identificar e quantificar a betalactose, que era a
fase majoritaria, até a ultima temperatura de obtencdo dos dados.
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Para compor os gréaficos foram necessarios excluir os dados de 25 °C, pois 0s
pontos, segundo a avaliacdo de outliers, ndo tinham aceitacéo estatistica. Assim, essa
excluséo possibilitou a obtencdo de uma R2 maior.

Para os parametros a e b, que praticamente seguem uma tendéncia linear, o
melhor ajuste foi a partir de equacgBes de primeiro grau, ja para os parametros c e
as equacodes que melhor modelam esses dados foram as de segundo grau.

Assim, ainda na Figura 60, segue os gréaficos dos parametros de cela unitaria

para a forma betalactose, plotados de 30 a 155 °C, e as equacdes obtidas.

Figura 60. Equacbes das retas que regem a expansado da cela unitéria (a, b, c e f), a partir
do RSR, para a betalactose. Com temperatura inicial de 30 e final de 155 °C, segue as
equacdes de primeiro grau, para os parametros a e b, e as de segundo grau paraoc e .
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Fonte: TITA, D. L.

Na Tabela 27 séo apresentados os dados que foram utilizados para compor a
figura anterior. Nela encontram-se os valores dos parametros de cela unitaria (i.e. a,

b, c e p), além dos erros, para a fase cristalina betalactose, obtidos via RSR.
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Tabela 27. Parametros de cela unitaria da betalactose, obtidos via refinamento sequencial por
Rietveld, para a amostra LACA.

LACA Betalactose - Parametros de cela unitaria (RSR)
Temperatura a(A) b (A) c (A) B (°)
(°0)
25 10,8416(6) 13,3114(9) 4,9510(1) 91,5192(32)
30 10,8318(10) 13,3221(16) 4,9627(3) 91,5168(56)
35 10,8346(14) 13,3244(20) 4,9628(3) 91,5054(73)
40 10,8329(16) 13,3239(24) 4,9631(4) 91,4891(87)
45 10,8357(19) 13,3273(27) 4,9634(4) 91,4783(99)
50 10,8385(21) 13,3298(30) 4,9649(5) 91,465(11)
55 10,8393(22) 13,3328(32) 4,9658(5) 91,448(12)
60 10,8429(24) 13,3351(35) 4,9662(6) 91,435(13)
65 10,8424(26) 13,3366(37) 4,9674(6) 91,417(14)
70 10,8483(28) 13,3421(39) 4,9682(7) 91,401(15)
75 10,8460(29) 13,3405(41) 4,9688(7) 91,385(15)
80 10,8503(30) 13,3452(43) 4,9708(7) 91,377(16)
85 10,8544(32) 13,3497(45) 4,9720(8) 91,361(17)
90 10,8533(33) 13,3499(47) 4,9727(8) 91,336(18)
95 10,8573(34) 13,3537(49) 4,9734(8) 91,323(18)
100 10,8607(35) 13,3586(51) 4,9754(9) 91,298(19)
105 10,8602(37) 13,3586(52) 4,9759(9) 91,279(20)
110 10,8645(38) 13,3620(54) 4,9770(9) 91,259(20)
115 10,8674(39) 13,3670(55) 4,9788(9) 91,228(21)
120 10,8686(40) 13,3678(57) 4,9789(10) 91,203(22)
125 10,8701(41) 13,3714(59) 4,9815(10) 91,174(22)
130 10,8699(43) 13,3727(60) 4,9825(10) 91,145(23)
135 10,8748(44) 13,3741(62) 4,9836(11) 91,119(23)
140 10,8755(45) 13,3756(63) 4,9850(11) 91,093(24)
145 10,8779(46) 13,3795(65) 4,9860(11) 91,079(24)
150 10,8812(47) 13,3824(66) 4,9876(11) 91,048(25)
155 10,8812(48) 13,3874(68) 4,9887(12) 91,019(25)

Fonte: TITA, D. L.

O mesmo foi realizado para a forma alfalactose monoidratada. Na Figura 61
segue os graficos referentes ao comportamento dos parametros de cela unitaria (i.e.
a, b, c e /) em funcédo do aumento de temperatura (pontos roxos).

Para esse caso, os graficos foram plotados da temperatura inicial de 25 a 130
°C, pois devido a baixa quantidade de forma alfalacotose monoidratada, no final do
experimento, ja ndo foi possivel encontrar um bom ajuste.

Utilizaram-se equacdes de terceiro grau para descrever o comportamento dos

parametros a e S e de segundo grau para b e c.
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Figura 61. Equacbes das retas que regem a expanséo da cela unitéria (a, b, c e f), a partir
do RSR, para a alfalactose monoidratada. Com temperatura inicial de 25 e final de 130 °C,
segue as equagOes de segundo grau que descrevem o comportamento dos pontos para 0s
parametros b e c e as de terceiro grau para a e S.
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Fonte: TITA, D. L.

Na Tabela 28 sédo apresentados os dados que foram utilizados para compor a

figura anterior. Nela encontram-se os valores dos parametros de cela unitaria (i.e. a,

b, c e ), além dos erros, para a fase cristalina alfalactose monoidratada, obtidos via

RSR.
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Tabela 28. Parametros de cela unitaria da alfalactose monoidratada, obtidos via refinamento
sequencial por Rietveld, para a amostra LACA.

LACA Alfalactose monoidratada - Parametros de cela
unitaria (RSR)
Temperatura a (R) b (A) c (A) B (A)
(°0)
25 4,8048(6) 21,5766(46) 7,7649(27) 105,957(20)
30 4,8073(10) 21,5735(80) 7,7736(45) 105,950(35)
35 4,8083(14) 21,577(10) 7,7751(57) 105,942(45)
40 4,8088(16) 21,576(13) 7,7728(68) 105,955(52)
45 4,8102(19) 21,578(14) 7,7758(77) 105,951(60)
50 4,8113(21) 21,586(16) 7,7765(85) 105,959(67)
55 4,8115(23) 21,586(17) 7,7784(92) 105,984(73)
60 4,8125(24) 21,584(19) 7,7794(99) 105,958(79)
65 4,8141(26) 21,588(20) 7,779(11) 105,968(84)
70 4,8148(28) 21,597(21) 7,786(11) 106,008(90)
75 4,8162(29) 21,599(22) 7,780(12) 105,977(95)
80 4,8171(31) 21,596(23) 7,786(12) 105,993(99)
85 4,8189(32) 21,607(24) 7,786(13) 106,00(10)
90 4,8193(33) 21,605(25) 7,786(13) 106,00(11)
95 4,8204(35) 21,605(26) 7,788(14) 106,00(11)
100 4,8232(36) 21,611(27) 7,790(14) 106,01(12)
105 4,8230(37) 21,607(28) 7,793(15) 106,01(12)
110 4,8247(38) 21,611(29) 7,793(15) 106,03(12)
115 4,8260(40) 21,614(30) 7,796(16) 106,04(13)
120 4,8236(42) 21,609(31) 7,797(16) 106,11(13)
125 4,8264(46) 21,630(33) 7,800(18) 106,17(14)
130 4,8231(54) 21,634(37) 7,801(20) 106,26(16)
135 4,8673(62) 18,630(45) 7,996(24) 106,84(19)
140 4,8708(68) 18,633(54) 7,998(26) 106,91(21)
145 4,8725(75) 18,642(62) 8,001(29) 106,93(23)
150 4,8724(83) 18,658(72) 8,002(32) 106,93(25)
155 X X X X

Fonte: TITA, D. L.

Para finalizar o RSR da amostra LACA, segue na Tabela 29 os indices de

gualidade de refinamentos, apresentados para cada temperatura e, no final da tabela,

em geral, os indices para o conjunto total dos dados.
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Tabela 29. indices de qualidade de refinamento para a amostra LACA, via refinamento

sequencial por Rietveld.

indices de qualidade de

LACA refinamento
(RSR)
Temffg;‘t“ra Rw  d-DW  GOF

25 8,8442 0,2500 3,6316
30 8,0013 0,2813  3,2986
35 7,7204 0,2805 3,1958
40 7,7249 0,2845 3,2079
45 7,6376 0,2886  3,1837
50 7,6138 0,2742  3,1850
55 7,6340 0,2778 3,2062
60 7,5224 0,2864 3,1707
65 7,6860 0,2853  3,2535
70 7,7015 0,2801 3,2719
75 7,6239 0,2985 3,2513
80 7,5373 0,2950 3,2295
85 7,5650 0,2847  3,2523
90 7,5955 0,2621 3,2782
95 7,4798 0,2934  3,2442
100 7,4839 0,3046 3,2591
105 7,3632 0,2800 3,2201
110 7,3120 0,3021  3,2100
115 7,3851 0,3085 3,2582
120 7,4827 0,2803 3,3161
125 7,1600 0,2810 3,1875
130 7,5432 0,2823 3,3735
135 6,4226 0,3633 2,8858
140 6,2416 0,3995 2,8177
145 6,1760 0,3929 2,8016
150 6,2396 0,3603 2,8424
155 6,8669 0,3167 2,9657
GERAL 7,4122 8,0939 3,0440

Fonte: TITA, D. L.

A partir das equagdes determinadas para os parametros de cela unitaria da

lactose anidra (betalactose e alfalactose monoidratada), iniciou-se o RRP, sendo

assim, na Figura 62 é apresentada a mesma transicdo de fases da Figura 59, mas

agora para a obtencéo desses dados utilizou-se a parametrizacdo via RRP. Com isso,

€ possivel observar que os resultados apresentam uma menor oscilacao.
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Figura 62. Transicao de fases polimérficas da amostra LACA em funcédo do aquecimento. A
partir dos dados obtidos pelo RRP, de um conjunto contendo 27 difratogramas, observam-se
que os resultados para betalactose (pontos verdes) e alfalactose monoidratada (pontos roxos)
sao préximos aos apresentados na Figura 59, mas com uma menor flutuacdo dos dados, em
especial de 120 °C adiante.
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Fonte: TITA, D. L.

Na Tabela 30 s&o apresentados os dados que foram utilizados para compor a
figura anterior. Nela encontram-se os valores da AQF, além dos erros, para as fases
cristalinas, betalactose e alfalactose monoidratada que foram identificadas e

guantificas, via RPR.
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Tabela 30. Porcentagem em massa cristalina das fases identificadas para a amostra LACA,
obtidas via refinamento paramétrico por Rietveld, da temperatura inicial de 25 °C até a
temperatura final 155 °C, com incremento de 5 °C.

Fases cristalinas identificadas e

LACA guantificadas
(RPR)
Temperatura Betalactose Alfal.actose
(°C) (% em massa) monoidratada
(% em massa)
25 89,10(19) 10,90(19)
30 89,16(18) 10,84(18)
35 89,12(19) 10,88(19)
40 88,94(19) 11,06(19)
45 89,14(18) 10,86(18)
50 89,11(19) 10,89(19)
55 89,16(19) 10,83(19)
60 89,32(18) 10,68(18)
65 89,35(18) 10,65(18)
70 89,38(18) 10,62(18)
75 90,47(17) 9,53(17)
80 89,85(17) 10,15(17)
85 89,98(18) 10,02(18)
90 90,70(16) 9,29(16)
95 90,60(17) 9,40(17)
100 90,63(17) 9,36(17)
105 91,40(16) 8,60(16)
110 91,68(15) 8,32(15)
115 91,83(16) 8,17(16)
120 93,48(15) 6,52(15)
125 94,93(16) 5,06(16)
130 96,57(15) 3,43(15)
135 97,35(16) 2,65(16)
140 98,48(13) 1,52(13)
145 98,81(12) 1,19(12)
150 99,17(10) 0,83(10)
155 99,36(11) 0,64(11)

Fonte: TITA, D. L.

Com a modelagem, os PCU tornam-se mais robustos e, assim, o refinamento
também, com isso, é possivel refinar todo um conjunto de dados de uma Unica vez
sem que haja perda de fases, o que facilita no tratamento de um grande conjunto de
dados. Assim, nesse caso, a alfalactose monoidratada foi incluida no refinamento
paramétrico até a ultima temperatura (i.e. 155 °C).

Na Figura 63 sao apresentados os graficos obtidos para os PCU apés o RRP,
a partir das fungbes encontradas pelo RSR. Nesse caso observa-se que a

parametrizacdo ajuda a diminuir a flutuagcdo dos PCU e, com isso, ao testar as
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equacdes da reta que regem a dilatagcdo da amostra encontram-se excelentes ajustes.

Sendo assim, na propria figura sdo apresentadas as equacdes das retas ja refinadas.

Figura 63. Equag0des das retas obtidas para os PCU a partir do RRP, para a forma betalactose
da amostra LACA. Observa-se que a expansdo dessa fase é ajustada as equacbes de

modelagem que seguem na figura.

a b
10.89 13.4
1088 -y =0.0004x +10.816 L aas VT o.oozosx1+ 13.3 —
02 10.87 A R ".a""- 02 ’ i - P o .
~10.86 - RSt ~ 13.36 - aat®
-} B .‘."' x> ) =l
O 1085 - O 13.34 4 L
a 10.84 - e a St
10.83 { Lo 13.32 7 Lo
10.82 , . x . . . 13.3 x . \ . . .
20 40 60 80 100 120 140 160 20 40 60 80 100 120 140 160
Temperatura (° C) Temperatura (° C)
G beta
4.99 916
4.085 Y = -2E-18x2 + 0.0002x + 4.9539 e g Y y = -1E-05x? - 0.0017x + 91.58
Et: 168 1 Rz=1 ._._,.r"" oE(: = A...,_...‘.... R2=1
= | .." ‘-, =
= 4975 _ S 013 4 .
4.97 P O L
0 49651  ,e*" a 9121 e,
496 | «*™ 91.1 4 .,
4.955 . . , . . . 91 . . , . . .
20 40 60 80 100 120 140 160 20 40 60 80 100 120 140 160
Temperatura (° C) Temperatura (° C)

Fonte: TITA, D. L.

Na Tabela 31 sé&o apresentados os dados que foram utilizados para compor a
figura anterior. Nela encontram-se os valores dos parametros de cela unitaria (i.e. a,

b, c e ), além dos erros, para a fase cristalina betalactose, obtidos via RPR.
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Tabela 31. Parametros de cela unitaria da betalactose, obtidos via refinamento paramétrico
por Rietveld, para a amostra LACA.

LACA Betalactose - Parametros de cela unitaria (RPR)
Temperatura a (A) b (A) c (A) B (°)
(°0)
25 10,8268(3) 13,3143(5)  4,9594(1) 91,5318(26)
30 10,8290(3) 13,3171(5)  4,9605(1) 91,5207(28)
35 10,8313(3) 13,3199(5)  4,9616(1) 91,5091(29)
40 10,8335(3) 13,3227(5)  4,9627(1) 91,4970(31)
45 10,8358(4) 13,3255(5)  4,9638(1) 91,4844(32)
50 10,8380(4) 13,3283(5)  4,9649(1) 91,4713(34)
55 10,8403(4) 13,3311(5) 4,9660(1) 91,4577(36)
60 10,8425(4) 13,3339(5)  4,9671(1) 91,4436(38)
65 10,8448(4) 13,3367(5)  4,9682(1) 91,4290(41)
70 10,8470(4) 13,3395(5)  4,9693(1) 91,4139(43)
75 10,8493(4) 13,3423(6)  4,9704(1) 91,3983(46)
80 10,8515(4) 13,3451(6)  4,9715(1) 91,3822(48)
85 10,8538(4) 13,3479(6)  4,9726(1) 91,3656(51)
90 10,8560(4) 13,3507(6)  4,9737(1) 91,3485(54)
95 10,8583(5) 13,3535(6)  4,9748(1) 91,3309(57)
100 10,8605(5) 13,3563(6)  4,9759(1) 91,3128(60)
105 10,8628(5) 13,3591(6)  4,9770(1) 91,2942(63)
110 10,8650(5) 13,3619(7)  4,9781(1) 91,2751(66)
115 10,8673(5) 13,3647(7)  4,9792(2) 91,2555(70)
120 10,8695(5) 13,3675(7)  4,9803(2) 91,2354(73)
125 10,8718(5) 13,3703(7)  4,9814(2) 91,2148(77)
130 10,8740(5) 13,3731(7)  4,9825(2) 91,1937(81)
135 10,8763(6) 13,3759(7)  4,9836(2) 91,1721(85)
140 10,8785(6) 13,3787(8)  4,9847(2) 91,1500(89)
145 10,8808(6) 13,3815(8)  4,9858(2) 91,1274(93)
150 10,8830(6) 13,3843(8)  4,9869(2) 91,1043(97)
155 10,8853(6) 13,3871(8)  4,9880(2)  91,081(10)

Fonte: TITA, D. L.

No caso da alfalactose monoidratada, apresentada na Figura 64, 0 mesmo
comportamento de R2 é observado. Sendo assim, segue na prépria figura as equacoes

das retas ja refinadas.
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Figura 64. Equacles das retas obtidas para os PCU a partir do RPR, para a alfalactose

monoidratada. Observa-se que a expansdo dessa fase é ajustada as equacdes de
modelagem que seguem na figura.
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Fonte: TITA, D. L.

Na Tabela 32 séo apresentados os dados que foram utilizados para compor a
figura anterior. Nela encontram-se os valores dos parametros de cela unitaria (i.e. a,
b, c e f), além dos erros, para a fase cristalina alfalactose monoidratada, obtidos via
RPR.
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Tabela 32. Parametros de cela unitaria da alfalactose monoidratada, obtidos via refinamento
paramétrico por Rietveld, para a amostra LACA.

LACA Alfalactose monoidratada - Pardmetros de cela
unitaria (RPR)
Temperatura a (R) b (A) c (A) B (°)
(°0)
25 4,8095(2) 21,5704(12) 7,7730(6) 106,0011(53)
30 4,8100(2) 21,5722(12) 7,7741(6) 106,0023(53)
35 4,8107(2) 21,5740(12) 7,7752(6) 106,0042(53)
40 4,8114(2) 21,5759(12) 7,7764(6) 106,0067(53)
45 4,8122(2) 21,5778(12) 7,7775(6) 106,0098(53)
50 4,8131(2) 21,5797(12) 7,7787(6) 106,0135(53)
55 4,8140(2) 21,5818(12) 7,7799(6) 106,0176(53)
60 4,8149(2) 21,5839(12) 7,7812(6) 106,0221(53)
65 4,8157(2) 21,5860(12) 7,7824(6) 106,0270(53)
70 4,8166(2) 21,5882(12) 7,7837(6) 106,0322(53)
75 4,8173(2) 21,5904(12) 7,7850(6) 106,0377(53)
80 4,8180(2) 21,5927(12) 7,7863(6) 106,0434(53)
85 4,8185(2) 21,5950(12) 7,7876(6) 106,0492(53)
90 4,8190(2) 21,5974(12) 7,7890(6) 106,0552(53)
95 4,8192(2) 21,5998(12) 7,7903(6) 106,0612(53)
100 4,8193(2) 21,6023(12) 7,7917(6) 106,0672(53)
105 4,8192(2) 21,6048(12) 7,7931(6) 106,0732(53)
110 4,8189(2) 21,6074(12) 7,7946(6) 106,0790(53)
115 4,8183(2) 21,6100(12) 7,7960(6) 106,0848(53)
120 4,8175(2) 21,6127(12) 7,7975(6) 106,0903(53)
125 4,8164(2) 21,6154(12) 7,7990(6) 106,0955(53)
130 4,8149(2) 21,6182(12) 7,8005(6) 106,1004(53)
135 4,8132(2) 21,6210(12) 7,8020(6) 106,1050(53)
140 4,8110(2) 21,6239(12) 7,8036(6) 106,1091(53)
145 4,8085(2) 21,6268(12) 7,8051(6) 106,1128(53)
150 4,8056(2) 21,6298(12) 7,8067(6) 106,1160(53)
155 4,8023(2) 21,6328(12) 7,8083(6) 106,1185(53)

Fonte: TITA, D. L.

Para finalizar o RPR da amostra LACA, segue na Tabela 33 os indices de
gualidade de refinamentos, apresentados para cada temperatura e um, no final da

tabela, com os indices para o conjunto total dos dados.
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Tabela 33. indices de qualidade de refinamento para a amostra LACA, via refinamento
paramétrico por Rietveld.

Fonte: TITA, D. L.

indices de qualidade de

LACA refinamento
(RPR)
Temffg;‘t“ra Rw  d-DW  GOF

25 8,5635 0.2692 3,5309
30 8,1345 0,2829 3,3551
35 7,6914 0,2911 3,1734
40 7,6917 0,2872 3,1718
45 7,5700 0,2934 3,1217
50 7,5000 0,2827  3,0920
55 7,5497 0,2831 3,1130
60 7,4631 0,2926 3,0764
65 7,5616 0,2914 3,1181
70 7,6619 0,2873  3,1587
75 7,4503 0,3064 3,0710
80 7,4030 0,3014  3,0537
85 7,4910 0,2914 3,0879
90 7,4528 0,2667 3,0717
95 7,4424 0,2980 3,0701
100 7,5172 0,3070 3,1007
105 7,4532 0,2775 3,0745
110 7,4627 0,2965 3,0773
115 7,6214 0,3026  3,1450
120 7,6380 0,2731  3,1527
125 8,1406 0,2266 3,3610
130 8,6155 0,2233 3,5578
135 8,6823 0,2097 3,5866
140 8,8207 0,2172 3,6448
145 8,3646 0,2300 3,4577
150 8,5333 0,2167 3,5266
155 8,5991 0,2273  3,5556
GERAL 7,8698 7,3325 3,2241
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6 CONCLUSOES

O refinamento de Rietveld, aplicado a dados de difracdo de raios X por pé, foi
uma poderosa ferramenta para a identificacéo e quantificacdo das fases presentes de
todos insumos farmacéuticos analisados.

A planilha desenvolvida foi eficiente para programar todos os experimentos de
refinamento de Rietveld sequencial e refinamento de Rietveld paramétrico que foram
apresentados nesse trabalho. Como principal caracteristica pode se destacar que a
programacao se tornou mais rapida e precisa.

O refinamento de Rietveld sequencial contribuiu de forma significativa para se
encontrar as equacdes que regem a variacdo dos parametros de cela unitaria.

A partir das equacgdes obtidas com os resultados do refinamento sequencial foi
possivel parametrizar as celas unitarias, os refinamentos tornaram-se mais robustos,
0 que evitou perda de fases ou problemas de ajustes, 0 que, por consequéncia resulta
em informacdes mais precisas do sistema.

Com o aumento da temperatura a forma | da SPR, que apresenta morfologia
semelhante a vareta, vai se convertendo em forma II, que tem como morfologia
caracteristica estruturas sélidas mais semelhantes a esferas.

Com o aumento da temperatura a alfalactose monoidratada sofre a
desidratacédo e se converte para alfalactose, no caso da amostra LACMH, e para
betalactose, no caso da LACA, assim, entende-se que o meio pode causar influéncia
na rota de transicao polimorfica.

Com o aumento de temperatura a betalactose ndo sofre mudanca de fase

polimorfica.
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8 APENDICES

A - DESCRICAO DA PROGRAMACAO COMPLETA PARA O
RSR E O RPR

O dificil no RSR e no RPR, além das conex8es dos PCU e da implementacéo
das equacdes de reta para modelagem, € necessario, na grande maioria dos casos
incluir funcbes de ajuste de perfil, de orientacdo preferencial, dentre outras, que
operam especificamente uma para cada fase em uma dada temperatura, sendo assim,
para replicar funcbes para todos os experimentos € necesséario a adequacdo das
variaveis para que nao haja conflito nos calculos. Assim, a planilha SP-DLT auxilia o
usuario na programacao da rotina dos refinamentos.

Para um melhor entendimento, segue abaixo a programacéo realizada pela
planilha, de forma explicativa, da organizacdo dos experimentos. Para ndo estender
por demais o texto, a programacao sera realizada para somente trés temperaturas

distintas (i.e. trés difratogramas) que contém quatro fases cristalinas.

Programacéo para o RSR

No exemplo a seguir sera utilizado uma medida que contem a mistura de quatro
fases cristalinas, dentre elas, forma | e Il, da SPR, alfalactose monoidratada e a-
lactose anidra, em um total de trés difratogramas, sendo eles, o primeiro obtido em 25
°C, 30 °C e o ultimo em 35 °C.

Segue na Figura 65 os topicos principais do RSR com suas programacodes
ocultas. Nesse caso observa-se que, basicamente, o refinamento tem inicio com a
definicdo das fases cristalinas presentes na amostra, depois com a escolha de quais
temperaturas seréo refinadas, do prm que faz parte da programacao para descrigéo
das temperaturas empregas na obtencéo dos dados e, por ultimo no beq para cada
uma das fases cristalinas.

Na sequéncia, em defining PRM-PHASE 1 — Forma_| temos a programacao
para o RSR, propriamente dito, assim como no esquema apresentado na Tabela 8,
um para cada fase (forma_lI, forma_ll, lactose_mono_hidratada e lactose _anidra), de

forma separada.
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Na primeira temperatura (i.e. 25 °C) temos funcbes necesséarias para o
refinamento das quatro fases cristalinas, para essa dada temperatura, na sequencia
temos 0 mesmo para a temperatura de 30 e, por fim a de 35 °C.

Para encerrar a programacdo temos o0s parametros instrumentais do

difratbmetro.

Figura 65. Programagédo para o RSR de amostra com quatro fases cristalinas em trés
temperaturas distinta. Esse modo de exibicdo (i.e. Ctrl + e, depois pressione o c) facilita na
andlise completa da medida. Para esse exemplo temos um total de 1533 linhas de
programacdo. As setas cinzas, localizadas no canto esquerdo da imagem, fazem com o0s
termos ocultos se expandam.

1
2 itexs 1000000
3 chiZ_convexgence_cxiteria 0.001
4
5 rwp Oxrexp Oxp Oxwpdash O x p dash 0 x exp dash 0O weighted Durbin Watson O gof 0O
6
13 7 [5 lines]
13
b 14 [4 lines]
19
> 20 [2 lines]
23
> 24 [5 lines]
30
b 31 [31 lines]
63
> 64 [31 lines]
96
b 97 [31 lines]
129
b 130 [31 lines]
162
b 163 [447 lines]
611
b 612 [447 lines]
1060
b 1061 [447 lines]
1509
P1510 [22 lines]
1533

Fonte: TITA, D. L.

Um ponto interessante é que o emprego do apéstrofe (‘) faz com que os
comandos localizados apds seu uso, nao sejam lidos, assim, ndo sao utilizados nos
calculos. Com essa ferramenta € possivel gerar comentarios na programacao, como
Nno nosso caso, na figura abaixo, que o refinamento sera descrito via comentarios.
Além disso, agora pensando nos calculos, como em defining phases e choosing the
temperature € possivel incluir e combinar termos para serem ou nao refinados, como

exemplo, em choosing the temperature, para refinar somente os difratogramas obtidos
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para a primeira e a segunda temperatura (i.e. 25 e 30 °C) e bloquear para calculos a

temperatura de 35 °C é s0 utilizar o apostrofe da seguinte forma: ‘ #define temp35.
Assim, segue abaixo a programacao detalhada (i.e. texto na cor roxa) para o

RSR, que foi programado, de forma automatica, via planilha SP-DLT. Na Figura 66

segue a primeira parte desse refinamento.

Figura 66. Primeira parte do refinamento sequencial pelo método de Rietveld. Segue detalhes
da programacao gerada de forma automatica via planilha SP-DLT. Os indices que qualidade
de refinamento para todo o conjunto de dados, as formas cristalinas empregadas na medida,
as temperaturas e o beq.

1
2 iters 1000000 'ciclos de calculos.
3] chi2 convergence criteria 0.001
4 ' do_exxrors 'gquando liberada (i.e. apagando o '), a fungdo apresenta os erros dos terxmos refinados.
5 x_wp 0 x_exp 0 x p 0 rﬁwpﬁdash 0 rﬁpv(lash 0 rﬁexp_dash 0 weighte(l_Durl)in*Hatson 0 gof O
6 'indices de qualidade de refinamento para o conjunto total de dados.
7
v 8 '{{{ defining phases
9 #define Forma I 'definindo a(as) fase(s) cristalina(s) que sera(do) empregada(s) no refinamento.
10 #idefine Forma II
11 #idefine Lactose_wono_hidratada
12 #idefine Lactose_anidra
13 11}
14
v 15 '{{{ choosing the temperature
16 #idefine tewpZS5 ‘'definindo qual(is) temperatura(s) sera(do) analisada(as).
17 fidefine temp30
18 #define tenp3$s
19 YErd
20
v 21 "{{{ PRM temperature
22 prm !tempZ5 25 pxm !temp30 30 prm !temp3S 35 'o uso da "!" siginifica "parametro ndo refinavel" (fixo).
23 ‘11
24
¥ 25 "{{{ begq
26 pxm !Forma_I 5 ‘'definindo o beq para cada uma das fases analisadas.
27 pxm !Forma II 5
28| pxm !Lactose_mwono_hidratada 5
29, pxm !Lactose_anidra 5
30 ‘13

Fonte: TITA, D. L.

Na Figura 67 € apresentado o RSR para a primeira fase cristalina. Entendendo
a légica empregada na programacao, é possivel evoluir o mesmo pensamento para

outras fases. Nesse passo as conexdes do RSR sao geradas para os PCU.
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Figura 67. Programacdo do RSR para a primeira fase. O termo al_0, é o valor de a, para a
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Fonte: TITA, D. L.
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Na sequéncia, a mesma logica € empregada para a confeccdo da programacao

do RSR para a segunda fase, que nesse exemplo € a forma Il da SPR.

Figura 68. Programacao do RSR para a segunda fase. A l6gica é a mesma da fase anterior
e, também, serd a mesma para as proximas fases (i.e. lactose monoidratada e lactose anidra).

v 65 '{{{defining PRM PHASE 2 - Foxma II
66 #ifdef Forma II
67 pxm !aZz 0 10.584 ‘entrando com os parametros de cela unitaria para a segunda fase.
68 pxm bz O 11.005 'a légica é a mesma apresentada para primeira fase,
69 pxm !c2 0 18.996 'a unica diferenga é gque no lugar do 1, agora temos o numero 2 (segunda fase).
70, pxm lalfaZz 0 90
71 pxm lhetaZ 0 a0
72 pxm lgawaZ 0 a0
73
74 prm prm  aZ_25 = aZ_0O+dela25 2;: O
75 pxrm prm b2 _25 = b2 _0O+delb
76 pxm prm  c2_25 = c2_0O+delc
77 pxm 0 pom alfaZ 25 = alfaZ O+!delal 0
78 pam 0 pxm betaZ 25 = betaZ O+!ldelk : 0
79 pxm 0 pxm gawmaZ 25 = gawaZ O+!delgaZ5 2 0
80
81 prm prm a2_30 = aZ_25+dela30_2 0
82 prm prm bZ_30 = b2 25+delk 0
83 pxm prm  cZ_30 = c¢2_25+delc 0
84 prm 0 pxm alfaZ 30 = alfaZ 25+ | 2;: 0
85 prm 0 prm betaZ 30 = betaZ 25+!delb £ 0
86 prm 0 pom gawaZ 30 = gawaZ 25+!delga30_2;: O - " -
o7 A mesma logica é
88 prm prm a2 35 = a2 30+dela35 2;: 0
89 prm prm b2 35 = b2_30+del} 0 empregada para as
20 pxm prm c2_35 = c¢2_30+delc35 2 0
91f |prm 0 pmm alfa2 35 = alfa2_30+ldelald5 2;: O outras duas fases:
92 pxrm 0 pxm betaZ 35 = betaZ_30+!de 0 a
93| |pmm tdelga35 2 0 pm gamaZ 35 = gamaZ 30+lde ;1 0 |actose monOIdrada =
94 -
05| [#enast lactose anidra
Qaf '33)

Fonte: TITA, D. L.

Depois do emprego da programacao apresentada anteriormente para as
tltimas duas fases subsequentes (i.e. lactose monoidratada e lactose anidra), segue
agora a descricdo da programacao empregada para o refinamento da primeira
temperatura (i.e. 25 °C). Nesse caso temos algumas fun¢gbes que sdo de comum
operacdo para todas as fases cristalinas dessa temperatura, que s&o o nome do
arquivo que contém os dados, os indices de qualidade de refinamento especificos
para essa fase os termos para o refinamento do background e a funcdo do
deslocamento de amostra. Na sequéncia ja de forma especifica para cada fase que
opera na temperatura de 25 °C, temos a escala, Rsragg, MVW (massa, volume, %)
grupo espacial, os valores parametros de cela unitaria, que sao provenientes das
equacOes apresentadas em defining PRM — PHASE 1, as posicbes atdmicas
(organizadas em uma Unica linha com os valores obtidos para as funcédo do beq),
funcéo de orientagéo preferencial e corre¢cdes FWHM (isotrépica e anisotropica).
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Figura 69. Inicio da programacéao para o refinamento da primeira temperatura analisada (25
° C), para a primeira fase (forma | da SPR). Nesse passo temos o nome do arquivo que contém

os dados, os indices de qualidade de refinamento especificos para essa fase os termos para
o refinamento do background e a fun¢édo do deslocamento de amostra, isso comum para as

guatro fases cristalinas para a temperatura de 25 °C. Depois disso, ja de forma especifica

para cada fase que opera na temperatura de 25 °C, temos escala, rBragg, MVW, grupo

espacial, os valores parametros de cela unitaria, que sdo provenientes das equacles

apresentadas em defining PRM — PHASE |
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Na sequéncia apresentada na figura anterior, depois da macro de anisotropia,
segue a programacao para extrair automaticamente os parametros de cela unitaria,
apos o refinamento. Na pasta onde o arquivo .inp € salvo, um arquivo do tipo .txt &
gerado com os resultados dos PCU do refinamento.

Depois disso, dando continuidade ao refinamento da temperatura de 25 °C, tem

inicio a programacao para a segunda fase cristalina, que no caso é a forma Il da SPR.

Figura 70. Final da programacdo do RSR para a primeira fase e inicio da segunda fase
cristalina. Nesse passo € apresentado o sistema que auxilia na extracdo dos resultados
obtidos para os PCU (a, b, ¢, a, e ») e para a porcentagem em massa, especifica para a
temperatura do exemplo (i.e. 25 °C, da fase forma | da SPR). Depois disso, segue o inicio da
proxima fase (i.e. forma Il da SPR), sendo que a l6gica da programacéo é mantida. A logica
da programacédo é mantida para a forma I, para a lactose monoidratada e lactose anidra. Na
préxima temperatura (30 ° C), tudo, também, é mantido, mas a variavel temperatura passa a
ser de 30 °C e assim por diante.

268! out "Forma I.txt"” 'sistema para extrair automaticamente os parametros de cela unitaira, apos o refinamento.

269 out (temp25 , " %4.1f" )
270 out (Get (a) )
271 Oout (Get (b) )
272| out (Get (c) )
273| out (Get (al) )
274 Out (Get (he) 5f )
275| Out (Get (ga) , " $11.5f" )
£\

276 Out (Get(weight pexcent) , " #11.5f\n" )
277
278 #endif

279 '}}} fim PHASE 1 'fim da fase 1 - Forma I da SPR.
280
I 281 "{{{ PHASE 2 Forma II 'inicio da Forma II da SPR.
282, #ifdef Forma II

283

284 stx
285 phase name Forma_II
286, scale @ 0.001

287 x_bragg O
288 MV (0,0,0)
289 space_group "P212121"

290 a= a225 : 0

291 b= b225 : 0

292 c= ¢225 : O

293 al = alfa2 25; : O

294 be = betaZ 25; : 0

295 ga = gawaZ 25; : 0 'segue a mesma léogica apresentada para a forma I.

Fonte: TITA, D. L.

A mesma logica da programacéo é empregada para a terceira e quarta fase
cristalina e, em sequéncia, para as outras trés temperaturas, completando assim a
programacao do RSR.

Na Figura 71, segue a contribuicdo instrumental necessario para a

programacao do refinamento. Essa parte € igual tanto para 0 RSR quanto para o RPR.
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Figura 71. Programacéo das condicGes experimentais do difratbmetro utilizado para o RSR
e, também, para o0 RPR. Nessa parte segue algumas condi¢cdes necessarias, como, por
exemplo, o comprimento de onda utilizado pelo difratdmetro (i.e. contribuigdo instrumental),

para os refinamentos, tanto o sequencial como o paramétrico.
v1509 "{{{ for all xdds 'nesse aba entraremos com as condigdes experimentais do difratometro.
1510 for xdds {
1511 Absorption(@, 100)
1512 start X ¢ ) 'range de varredura 2Theta.
1513 finish X 39.5
1514 lam
1515 ymin_on ymax 0.0001
1516 la 0.0158 lo 1.534753 1h 3.6854 'comprimento de onda do difratémetro utilizado.
1517 la 0.5791 lo 1.540596 1h 0.437
1518 la 0.0762 lo 1.541058 1h 0.6
1519 la 0.2417 lo 1.54441 1h 0.52
1520 la 0.0871 lo 1.544721 1h 0.62
1521 'continue after convergence
1522 Radius (280) 'raio do gonidmetro.
1523 lps(l_ch_angulaJ:_):ange_de(p:ees 2.941953
1524 1lpsd equitorial divergence degrees 0.2
1525 1psd equitorial sample length mm 10 'diametro da amostra no porta amostra.
1526 Full Axial Model(1Z, 15, 12, 2.5, 2.95) '2.5, 2.5 se referem a fenda Soller primaria e secundaria.
1527 Specimen Displacement (@, 0) ' deslocamento geral da amostra para todo o conjunto de dados.
1528 LP_Factor(0) 'emprego de monocromadores.
1529 % _calculation step 'passo da medida, gquando utilizado arquivos de dados do tipo .xy.
1530 }
© 1531 '11}

Fonte: TITA, D. L.

Depois da descricdo de todos esses passos temos o refinamento sequencial
pelo método de Rietveld, completo, para um exemplo contendo quatro fases

cristalinas em trés temperaturas de capturas diferentes.

Programacéao para o RPR

No exemplo a seguir serdo utilizados os mesmos dados do RSR, nas mesmas
condicdes. As equacgdes provenientes nesse exemplo de RPR foram extraidas do
RSR.

Segue na Figura 72 os topicos principais do RPR com suas programacdes
ocultas. Nesse caso observa-se que, basicamente, o refinamento tem as mesmas
caracteristicas do RSR, sendo que a Unica mudanga, onde entraremos com as

equacdes para modelarem os PCU, sera em defining PRM-PHASE 1, 2, 3 e 4.
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Figura 72. Programacdo para o0 RPR de amostra com quatro fases cristalinas em trés
temperaturas distinta. Esse modo de exibi¢ao (i.e. Ctrl + e, depois pressione o c) facilita na
anadlise completa da medida. Para esse exemplo temos um total de 1553 linhas de
programacdo. As setas cinzas, localizadas no canto esquerdo da imagem, fazem com os
termos ocultos se expandam. Nessa condicdo de apresentacdo, a estrutura do RPR é
semelhante ao RSR, mas, em especial, o que difere sédo os topicos defining PRM PHASE 1,
2, 3 e 4, que serdo abordados na sequéncia.
1

2 itexs 1000
3 chi2 convexrgence criteria 0.001
4
5 rwp O xexp0O xp 0 xwp dash O =x p dash 0 x exp dash 0 weighted Durbin Watson 0 gof O
6
> 7 [5 lines]
13|
> 14 [4 lines]
19|
> 20 [2 lines]
23|
> 24 [5 lines]
30
> 31 A [36 lines]
68!
b 69 [36 lines]
106
b 107 ; [36 lines]
144
b 145 [36 lines]
182
b 183 [447 lines]
631
b 632 [447 lines]
1080
b 1081 [447 lines]
1529
P 1530 [22 lines]
1553

Fonte: TITA, D. L.

Na Figura 73 é apresentada a programacao para o RPR para a primeira fase.
Basicamente nesse passo sdo descritos os coeficientes angulares e lineares
encontrados via RSR, para serem empregados nas equacdes de terceiro grau que
modelam os PCU. A mesma l6gica é empregada para as outras trés fases. Nos tdpicos
temp25, temp30 e temp 35 a mesma logica empregada no RSR pode ser aproveitada

para o RPR.
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Figura 73. Programacao do RPR para a primeira fase. O termo O significa proveniente das
equacdes encontradas no RSR, o 1, primeira fase, os coeficientes lineares sao os termos a,
b, c, alfa, beta e gama e, por fim, ang_al, ang_alaa, ang_alaaa, sdo o0s coeficientes
angulares que acompanha os termos primeira ordem, segunda ordem e terceira ordem,
respectivamente, para a primeira fase. A l6gica é semelhante para os outros parametros e,
também, para as outras fases. Para a programac¢édo do RPR, segue na figura a equacéo de
terceiro grau, para cada um dos parametros para as trés temperaturas diferentes, da primeira

fase.
v 3] '{{{defining PRM PHASE 1 - Forma I
32| #ifdef Forma I
33 'seque abaixo os coeficientes angulares e lineares encontrados a partir do RSR, para a primeira fase.
34 prm al 0 9.976 ' pmm al 0 9.976 'Coeficientes lineares para os parametros de cela unitaria da primeira fase.
35 prm bl 0 35.573' pxm b1 0 35.573
36 pmm cl 0 6.225 ' prm cl 0 6.225
37 prm alfal 0 80 ' pmm alfal 0 950
38 prm betal 0 50 ' pxm betal 0 950
39 prm gawal 0 90 ' prm gamal 0 90
40 pom !coef ang al 0 0.0024 pm !coef_ang alaa 0 -0.00003 pmm lcoef_ang_alaaa 0 0.0000002 ' coeficientes angulares.
41 pm !coef ang bl 0 -0.0046 prm !coef ang blaa 0 0.00008 prm !coef_ang_blaaa_ﬂ -0.0000004
42 pxm !coef_ang c1 0 -0.003 prm !coef_ang claa 0 0.000009 pom lcoef ang claaa 0 -0.000000004
43 prm !coef_ang alfal 0 O prm !coef_ang_alfalaa 0 0O pm lcoef_ang_alfalaaa 0 0
44 prm !coef_ang betal 0 0 prm !coef_ang betalaa 0 0 prm !coef ang betalaaa 0 0
45| prm !coef ang_gamal 0 0 prm !coef_ang gawalaa 0 0O prm !coef ang gawalasa 0 0
46 'programagio para o refinamento paramétrico / equagio de terceiro grau para a parametrizagio das celas unitatiras.

47 prm  al 25 = al 0 + coef_ang_alaaa 0 * (tewpZ5)"3 + coef_ang alaa 0 * (tempZ5)"2 + coef_ang_al 0 * (tewp25);: O

48| prm  b1_25 = bl_0 + coef_ang blaaa 0 * (tewp25)*3 + coef_ang_blaa 0 * (temp25)”2 + coef_ang bl 0 * (temp25);: O

49 prm ¢l 25 = cl 0 + coef_ang_clama 0 * (temp2S5)”"3 + coef_ang_claa 0 * (temp2S5)"2 + coef_ang cl 0 * (temp25);: O

50 prm  alfal 25 = alfal 0 + coef_ang alfalaaa 0 * (temp25)"3 + coef ang alfalaa 0 * (temp25)"2 + coef ang alfal 0 * (tewpZ5);:

51, prm  betal 25 = betal 0 + coef_ang betalaaa 0 * (tewpZ5)"3 + coef_ang_bet@laa_o * (temp25)”Z + coef_ang betal 0 * (tempZ5);:

52 pom gawal 25 = gawal 0 + coef_ang_gamalaaa 0 * (tewpZ5)"3 + coef_ang_gama‘laa_ﬂ * (tempZ5)*2 + coef_ang gamal 0 * (tewp25);:

53

54 prm  al 30 = al 0 + coef_ang_alaaa 0 * (tewp30)*3 + coef_ang_alaa 0 * (temp30)*2 + coef_ang_al 0 * (temp30);: O

55 prm bl 30 = bl 0 + coef_ang blaaa 0 * (temp30)"3 + coef_ang blaa 0 * (temp30)"Z + coef_ang bl 0 * (temp30);: O

56/ prm ¢l 30 = cl1 0 + coef_ang_claaa 0 * (temp30)*3 + coef_ang claa 0 * (temp30)*Z + coef ang_cl 0 * (temp30);: O

57 prm  alfal 30 = alfal 0 + coef_ang_alfalaaa 0 * (tewp30)"3 + coef_ang alfalaa 0 * (temp30)"2 + coef_ang alfal 0 * (tewp30);:

58 prm  betal 30 = betal 0 + coef_ang betalaaa 0 * (tewmp30)”3 + coef_ang_bete{laa_ﬂ * (temp30)*2 + coef_ang betal 0 * (temp30);:

59 prm  gawal 30 = gawal 0 + coef_ang_gawalaaa 0 * (temp30)"3 + coef_ang gawalaa 0 * (tewp30)"2 + coef_ang gamal 0 * (tewp30);:

60)

61] prm  al 35 = al 0 + coef_ang alaaa 0 * (tewp35)"3 + coef ang alaa 0 * (temp35)"Z + coef _ang_al 0 * (temp35);: O

62, pmm bl 35 = bl 0 + coef_ang blaaa 0 * (temp35)”*3 + coef_ang blaa 0 * (temp35)*2Z + coef_ang bl 0 * (temp35);: O

63] pom ¢l 35 = ¢l 0 + coef_ang claaa_0 * (temp35)"3 + coef_ang claa 0 * (tem:p35)"2 + coef_ang_cl 0 * (temp35);: O

64 prm  alfal 35 = alfal 0 + coef_ang alfalaaa 0 * (temp35)"3 + coef_ang alfalaa 0 * (temp35)”2 + coef_ang alfal 0 * (temp35);:

65 prm  betal 35 = betal 0 + coef_ang betalaaa 0 * (temp35)"3 + coef_ang_hecaflaa_ﬂ * (temp35)”2 + coef_ang betal 0 * (temp35);:
66 prm  gawal 35 = gawal 0 + coef_ang gamwalaaa 0 * (temp3S)*3 + coef_ang_gamaiaa_ﬂ * (temp35)*2 + coef_ang gawal 0 * (temp3S);:
67 #endif

. 68 '}h)

Fonte: TITA, D. L.
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B - TUTORIAL DE USO DA PLANILHA SP-DLT

Segue abaixo um tutorial da planilha SP-DLT. Com ele é possivel comecar a
entender a filosofia de uso e a programacdo dos experimentos sequencias e
paramétricos, via método de Rietveld, para dados de difracdo de raios X por p6 com
variagao de temperatura.

Inicialmente, para 0 RSR o0 usuario precisa inserir as seguintes informacdes:
nome das fases, temperatura inicial, temperatura final, incremento de temperatura,
parametros de cela unitéria (a, b, ¢, «, B, 7 grupo espacial e deslocamento atdmico
geral (que sera mantido comum a todos os elementos em todas as temperaturas),
posi¢cdes atbmicas e numero de termos para o ajuste do background. Para inserir os
difratogramas, a planilha reconhece dois tipos de extensdo de arquivos: .raw
(extensdo de saida de arquivos binarios contento todas as informacdes sobre a
medida — o Topas aceita apenas o .raw da Bruker) e .xy (duas colunas: 26 X
intensidade). Para os dados.raw € necessario incluir o range* que rege aquela
medida, j& no caso da extensdo em .xy é necessario incluir o passo (intervalo entre a
obtencdo dos dados 26 (°)).

Os campos inicio (start_X) e fim (finish_X) 26 (°), deslocamento da amostra
(Specimen_Displacement) - geral ou para cada medida, e correcdo isotropica ou
anisotropica do alargamento dos picos (FWHM correction) sao opcionais no
preenchimento da planilha. Se esses campos néo forem preenchidos, no arquivo
extraido da planilha que sera lido pelo jEdit, esses comandos ainda estardo presentes,
porém comentados (com uma apostrofe). Assim, no decorrer do refinamento, se julgar
necessario incluir algum desses scripts € sO deletar a apostrofe que os calculos serdo
realizados.

O “#ifdef ... #endif “¢ um comando de condicéo (se foi definido isso entdo faca

0 que vem a seguir até encontrar o fim da condicao).

* 0 “range” é o numero sequencial do conjunto de dados para aquele arquivo especifico. Por
exemplo “medida.raw range 3” corresponde aos dados da terceira medida realizada e salva
nesse arquivo medida.raw”.
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Organizando os dados

Para fazer o preenchimento dos dados de entrada na planilha SP-DLT sempre
use a aba data, localizada no canto inferior direto.

A planilha, assim como o jEdit aceitam o ponto (.) como separador de decimal
(i.e. sistema americano de apresentacdo de numeros), sendo assim, é importante o
usuario configurar o Excel para que ndo corram problemas na entrada de dados e no
refinamento, para isso, caso utilize o sistema Office 365, da Microsoft, € s6 acessar o
menu arquivo > opgdes > avangado > e desmarcar a caixa “usar separadores de
sistema” e em separador decimal; digitar um ponto (.) e em separador de milhar; uma
virgula (,), caso o sistema ja opere no modo americano esse passo hao é necessario.

A planilha aceita duas extensfes de entrada de dados (i) .raw ou (ii) .xy;

raw: Extensdo proveniente dos equipamentos da Bruker cujo
contetido sdo todos os difratogramas, salvos em um uUnico arquivo, obtidos para as
respectivas temperaturas propostas pelo usuario. Para a distincdo de uma medida a
outra, o sistema as organiza através de um numero que recebe o nome range (i.e. 1,
2, ... e assim por diante, sendo que o range 1, corresponde ao primeiro difratograma
obtido para a primeira temperatura, o range 2, ao segundo difratograma para a
segunda temperatura, e assim por diante).

Xy: Arquivos de texto que contém duas colunas (intensidade e
angulo). Nesse caso é necessario 0 usuario organizar os nomes dos arquivos da
seguinte forma: nome_tg.xy (e.g. para duas temperaturas distintas, 50 e 60 °C de uma
amostra de TiO2 o cddigo ficaria da seguinte forma: TiO2_t50.xy - TiO2_t60.xy).
Assim, serdo sempre descritos incialmente pelo nome da medida, underline (), a letra

t, a temperatura corresponde aquela medida (g) e, por fim, a extensao .xy.

Inserindo os dados da medida na planilha

Em File data name entre somente com 0 nome do arquivo, sem a extensao.
(Obs.: no caso de arquivos em .xy ndo é necessario inserir o _tg.xy, sendo assim, da
mesma forma, entre somente com o nome).

E necessario marcar com um x (ou qualquer outra letra ou nimero) se o arquivo
de entrada € .raw ou .xy (Obs.: no caso de .xy entre com o passo (° 20) da medida).

Na Figura 74 segue um exemplo de entrada de dados do tipo .raw e .xy,

respectivamente.
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Figura 74. Entrando com os dados experimentais na planilha SP-DLT. Em a) o sistema para
entrar com os dados utilizando a extenséo .raw e, em b), os dados em .xy, sendo que nesse
ltimo é necessario preencher o passo (° 26), em step.

File data name

extension (xy or raw/Bruker)

File data name

extension (xy or raw/Bruker)

Fonte: TITA, D. L.

Inserindo 0 nome das fases na planilha

E possivel trabalhar com até quatro fases cristalinas simultaneamente, sendo
assim, o usuario deve entrar com o nome dessas fases em insert phase name (max
4). Uma observacdo é que o sistema ndo aceita homes com espaco, assim, se
necessario utilizar o underline ().

Atencdo: da mesma forma que o usuario escrever os nomes das formas em
insert phase name, em um passo mais adiante, para preencher o beq, sera necessario
reescreve-los, também, da mesma forma (i.e. mesma grafia) respeitando caracteres

maiusculos e minuUsculos.

Inserindo o angulo inicial e final, correcdo anisotropica ou

isotropica e o deslocamento da amostra

Para o angulo inicial e final, Start / Finish2Theta, na planilha SP-DLT, o usuério
dever entrar somente com nuameros. Uma observacdo € que nesse comando &
possivel entrar somente com um valor (start ou finish), com os dois (start e finish) ou,
se o usuério preferir, nenhum. Depois, no decorrer do refinamento, se necessario, o
usuario pode facilmente edita-los pois ja constam na programacdo de forma
comentada ()).

Em relacdo a correcao anisotropica ou isotropica, em FWHM correction, o &

possivel selecionar ou uma ou outra op¢do, preenchendo a lacuna em cinza escuro
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com um X. Se ho momento do preenchimento da planilha nenhuma das opc¢des for
selecionada, depois, no decorrer do refinamento, se necessario, 0 usuario pode
facilmente edita-las pois j& constam na programacao de forma comentada ().

Para o descolamento da amostra, em Specimen Displacement(@, 0), €
necessario selecionar a opcao desejada (ajuste geral, em same for all histrograms, ou
para cada medida, em individual hist) com um x. Se nenhuma das opc¢des for
selecionada, depois, no decorrer do refinamento, se necessario, o usuario pode

facilmente edita-los pois ja constam na programacgéao de forma comentada ().

Correcao para o background

Selecionar o numero de termos de background, em bkg @, clicando na seta

para baixo e selecionando um numero apresentado.

Preenchendo os parametros de cela unitaria

Seguindo a ordem das fases inseridas na planilha (i.e. phase 1, phase 2, phase
3 e phase 4), preencher os parametros de cela unitaria para cada uma das fases (a,
b, c, alfa, beta, gama, space_group e beqg). No caso de alfa, beta e/ou gama
apresentarem angulos de 90° ou 120°, marque-os com um X para a fixagéao (Fix).

Para facilitar esse passo é necessario preencher uma fase por vez, com isso,
abra o CIF da fase a ser preenchida, via jEdit, seguindo os comandos apresentados a
seguir: TOPAS_Vx_Menus (X pois existem varias versdes do Topas) > Phase level —
Structure > Insert CIFs in INP format. Nesse caso 0 acesso aos parametros torna-se

mais facil.
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Na Figura 75 observa-se, para esse passo, um exemplo de como o preencher
a planilha SP-DLT.

Figura 75. Preenchendo os pardmetros de cela unitaria na planilha SP-DLT. Lembre-se de
entrar com uma fase de cada vez, de marcar os angulos que forem de 90 ° ou 120 °, com 0
X, e de deixar o CIF aberto no jEdit, pois isso facilitara o préximo passo.

Unit Cell Unit Cell Unit Cell

PHASE1 g PHASE 2

PHASE 4

space_group P42/mnm
beq 0.5

Fonte: TITA, D.L.

ApoOs o preenchimento, ainda com o CIF aberto no jEdit, siga para o proximo

passo.

Inserindo as posi¢coes atbmicas

As posicles atdbmicas devem ser adicionadas em uma Unica linha, para isso,
usando o jEdit, apague o cabecalho do CIF deixando somente as posi¢cdes atbmicas.

ApGs a ultima coluna do CIF sera necesséario incluir uma nova coluna contendo
informacdes de beq, sendo assim, pressione Ctrl, clique logo apés a ultima coluna, na
primeira linha do CIF, e arraste até a ultima linha. Depois digite beq =nome_das_fases;
(Obs.: ndo se esqueca do espaco entre o beq o =, do nome da fase assim como foi
descrito no passo anterior “preenchendo os parametros de cela unitaria” e do ponto

e virgula no final da expresséo). A Figura 76 ilustra esse passo.



185

Figura 76. Ajustando as posicfes atbmicas e incluindo o beq, via jEdit. Primeiramente apague
0 cabecalho e, depois disso, apds a ultima coluna, complete-a com o beq respeitando o
formado: beq =nome_da_fase;

s
str , .

ol e “meaie® Preencher apés a ultima coluna
a 4.6043 com beq =nome_da_fase;
b 4.6043
c 2.9677 OBS & H d f
ol 90. -Apagar esse cabega|ho A respeltar 0 nome da rase
be 90. empregada em “preenchendo 0s
ga 90. parametros de cela unitaria.
volume 62.91
space_group "P42/rmnn" =

site Til x 0 y O z 0 occ Ti+4 1. beq =Ti02;
site 01 x 0.3052 y 0.3052 z 0 occ 0-2 1. beq =Ti02;

Fonte: TITA, D. L.

Selecione todas a colunas e as linhas e pressione Alt + Del (em alguns casos
€ necessario utilizar um comando secundario: Crtl + j), para que os dados sejam
plotados na forma de linha, e Crtl + ¢, para copia-los. Na Figura 77 esse passo €&

ilustrado.

Figura 77. Selecionando todas as colunas e as linhas referentes as posi¢cdes atdbmicas e
com o emprego do atalho Alt+Del, transforme-as em uma Unica linha.

site Til x 0 y 0 z 0 occ Tit+d 1. beq =Ti0Z;
site 01 x 0.3052 y 0.3052 z 0 occ 0-2 1. beq =Ti0Z;

Selecione o texto inicial por completo e
pressionando Alt + Del, transforme-o em uma unica linha.

site Til x O y 0 z 0 occ Ti+t4 1. beq =TiO2; site 01 x 0.3052 y 0.3052 z 0 occ 0-2 1.

Fonte: TITA, D. L.

Na planilha, selecione a célula de entrada das posi¢cdes atbmicas (PHASE X +
beq), no canto inferior esquerdo, respeitando a ordem das fases, e na barra de
formulas, selecionando a caixa para entrada de funcdes nessa célula. Depois
pressione Crtl + v.

A colagem dos dados diretamente na célula causa problemas, sendo assim,

sempre é necessario colar esses dados na entrada de fun¢des na barra de formulas.
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Figura 78. Entrado com os dados dos sitos atdmicos na planilha SP-DLT. Primeiro selecione
a célula da phase 1 (i), em verde claro, e, depois, clique na entrada de funcdes (ii) e pressione
Crtl+v para colar os dados copiados anteriormente.

nserir ayout da Pégina 6rmulas  Dados 53 Exibir
= =
& Quebrar Texto Automaticamente ~ Geral

e ¥ " " A S == B Mesclar e Centralizar ~ .o 000 G

Area de Tanst... % Ainha= 3 ] Nimero

Unit Cell Unit Cell Unit Cell
PHASE 1 PHASE 2 PHASE 4
Fix Fix Fix Fix

45013 (i) Clique na célula verde claro para seleciona-la e
2507 (i) clique na entrada de fungdes,

- pressione Crtl+v,

“m/mnz para colar os dados anteriores

header_footer

sequnit_cell | parametric_linear

SEQ_UNIT_CELL RIETVELD PARAMETRY

Fonte: TITA, D.L.

Depois desse processo, a primeira fase ja estd inclusa no refinamento,
assim, para incluir mais fases é so6 voltar ao passo “Preenchendo os parametros de
cela unitaria” e ir seguindo o tutorial novamente, até completar todas as fases,

lembrando que a planilha opera com um total de até quatro fases.

Preenchendo as temperaturas

A planilha programa experimentos em pacotes de 10 medidas, por vez, em um
total de 100 medidas. Sendo assim, para entrar com o primeiro conjunto de medidas,
a partir de dados do tipo .raw, entre com o primeiro pacote de medidas em
Temperature range (max 10 XRPD patterns) [initial, final (respeitando o total de 10
difratogramas), o delta de temperatura, e em Histogram # o range do primeiro
difratograma, em start, e o range do décimo difratograma, em finish. Para dados do
tipo .xy s6 ndo é necessario incluir o range, sendo assim, deixe-o sem preencher.

ApoOs a entrada do primeiro pacote de medidas, siga as orientacbes de
appliable hotketys — sequencial, pressione Crtl + g, para plotar as 10 primeiras
medidas. Assim, nesse passo, ja temos o experimento programado (para 10 medidas).

Para incluir mais um pacote de 10 medias, por exemplo, atualize a entrada das
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temperaturas (initial, final, delta T e o Histogram #, start e finish, para medidas .raw e
initial, final e delta T, somente, para extensao do tipo .xy).

Apés o acerto para mais 10 temperaturas, pressione Crtl + w (appliable
hotketys — sequencial) para programar a adicdo dessas novas 10 medidas, o que
gera nesse momento um experimento com o total de 20 difratogramas ja programados
para serem trabalhados via RSR.

Para mais 10, totalizando 30 difratogramas no total, atualize as temperaturas e
0 Histogram # novamente e pressione Crtl + e. (Obs.: para pressionar Crtl + Tetra’
selecione uma célula ndo preenchida da planilha. Se, por exemplo, tivermos 15
amostras para serem programas, entre com as 10 primeiras, como explicado acima e,
depois, atualize as temperaturas respeitando as proximas 5 medidas. Nesse caso
serdo plotadas 20 medidas, mas as 5 ultimas néo terdo sentido, sendo assim, € sO

apaga-las no proprio jEdit).

Extraindo a programacao para criar o input file (.inp — jEdit).
Apés todo o processo de entrada das temperaturas, na aba

SEQ _UNIT_CELL_RIETVELD, selecione todo o texto gerado. (Obs.: perto da coluna

A linha 1, no Excel, encontra-se uma seta que ao clicar sobre ela a selecdo completa

é feita de forma rapida). Pressione Crtl + ¢ e, no jEdit, Crtl + v, para colar o trabalho.

Ajustando a programacéao no jEdit

Em File > Save As... salve o0 experimento com o nome desejado com a seguinte
extensdo: .inp.

Pressione Crtl + e, juntos, e depois a letra ¢, assim a programacéao ficara melhor
organizada para facilitar o acesso aos topicos.

Em choosing the temperature libera para calculo a temperatura desejada,
apagando a apostrofe (‘) e, se existir algum termo zerado € necessario apaga-lo
(Figura 79).
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Figura 79. Em chossing the temperature é necessario apagar os termos zerados. Seguindo a
medida proposta pela figura como um exemplo, primeiramente entrou-se com 10 medidas,
depois com mais 10, gerando um total de 20 difratogramas. E para incluir os ultimos 5,
gerando no total 25 medidas, foi necessario incluir o tltimo pacote de 10 medidas e excluir os
5 dltimos termos.

'{{{ choosing the temperature
! #define temp3l '{{{ choosing the temperature
y #define tenp34 . #define temp3l
' #define teup3? ’ #define tenp34
! #define tenp40 ‘ #define tenp37
: #define tenpd3 ¢ #define tenp40
l f#define tempds . #define tenpd3
I pasiing Deap ' #define teupdt
‘ ERESEhe T ! #define tenp49
! #define tempSS . Sdatine ceng 82
. #define tenpSs i

#define temp6l ! #define teupSSs
' #define tenp64 ; #define tenpSs
' #define tenp6? ’ #define temnp6l
. #define tenp70 ' gdefine teup6d
2 #define tenp73 ' #define
y #define tenp?6 ' gdefine
’ #define tenp79 i $define
’ #define tenpsd2 AR
! #define tenpss Apagar : :j':;i;m
' #define tempss ERaEing
' #define temp9l tel'mOS : #define
' #define tenp94 ZeradOS . .i"dv':tilne
d #define tenp9? ' #define
! #define tenpl00 ' #define
: PARELIS tenpl03 . #define tenp94
' Bass o tenp0 \ #define tenp9?
: $dafine EERD ' #define tenplOO
' fantas i : #define tenpl03
! #define tenp0
¥ #define tenpl .

rry
'1})

Fonte: TITA, D. L.

Em PRM temperature, se existir algum termo zerado em prm !temp0 0, apague-

Figura 80. Em PRM temperature é necessario apagar os termos zerados. Selecione 0s termos
zerados (prm 'tempO 0) e apague para o correto funcionamento da planilha.

{{{ PRM temperature
prn 'temp3l 31 prm 'temp34 34 prm 'temp37 37 prm 'tempd0 40 prm 'tempd3 43 prm 'tempdé 46 prm 'tempd9 49 prm 'tempS2 52 prm !tempS5S 55 prm !tempS8 58
prm 'temp6l 61 prm 'temp64 64 prm 'temp67 67 prm 'temp70 70 prm !temp73 73 prm 'temp76 76 prm 'temp7?9 79 prm 'temp82 82 prm 'temp85S 85 prm 'temp88 88
pra 'tempSl 91 prm 'temp94 94 prm 'temp97 97 prm 'templO0 100 prm 'templP3 103 prm 'temp0 O prm 'temp0 O prm 'temp0 0 prm 'temp0d 0 prm 'temp0 0

Apagar
termos
zerados

"{{{ PRM temperature

prm 'temp3l 31 prm 'temp34 34 prm 'temp37 37 prm !tempd0 40 prm 'tempd3 43 prm 'tempd6 46 prm !'tempdd 49 prm 'tempS2 52 prm !temp55 55 prm !tempS8 58
prn 'temp6l 61 prm !'temp64 64 prm !temp67 67 prm !temp70 70 prm !'temp?3 73 prm !temp76 76 prm 'temp?9 79 prm !temp82 82 prm !temp8S 85 prm !'temp8S 88
prm 'temp9l 91 prm !'temp94 94 prm !temp97 97 prm !templO0 100 prm !templD3 103

Fonte: TITA, D. L.
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Em defining PRM PHASE_X nome _da fase a cada 10 conjuntos dos
parametros de cela unitaria que foram inclusos no refinamento € necessario editar
manualmente as suas conexdes respeitando as relacdes de temperatura. Para
realizar esse passo é sé entender e seguir a logica que opera essas funcbes (Obs.:
esse passo é necessario realizar sempre na proxima medida depois de um conjunto
de 10 difratogramas que foi incluso, sendo assim, é necessario para a 112 medida,

21° medida, e assim por diante, para todas as fases presentes).

Figura 81. Ajustando as conexdes do defining PRM PHASE. A cada pacote de 10 medidas
inclusas no RSR, a 112 medidas dever ajustada, manualmente, assim como o exemplo baixo

para o correto funcionamento da planilha.
prm delaS8_1 0 prm al 58 = al_S55+delaS8_l1::| 0
pru delbS8_1 0 prm bl 58 = bl _55+delbS8_1;: 0O
prm delc58_1 0 prum cl 58 = cl_55+delcS8_1:: 0
prm 'delalSs_l 0 prn alfal 58 = alfal S5St+'delalSs_l;: O
prm 'delbeS8_1 0 prm betal 58 = betal S55+!delbeS8_1:: 0
prm 'delgaS8_1 0 prm gamal_ 58 = gamal SS5#'!'delgaS8_l:: 0
prn dela6l_1 0 prm al 61 = al_O+dela6l_1;: E necessario
prm delb6l 1 0 prm bl_61 = bl _O+delb6l 1;:
prm  delc6l_l 0 prm  cl 6l = cl_O+delc6l_1;: adequar as
prm 'delalél_1 0 prm alfal 61 = alfal 0 s: 0 =
. . Lo conexoes,
prm 'delbefl_1 0 prm betal 61 = betal 0 _1:: 0
prm 'delga6l 1 0 prm gamal 61 = gamal O+'delga6l_1:: 0 manualmente
prm dela6d 1 0 prm al 64 = al_6l+dela6qd 1:;:/ 0
prm delb64 1 0 prum bl 64 = bl _6l+delb64_1;: 0O
prm delc64 1 0 prm cl 64 = cl_6l+delc6qd 1;:/ 0
prm 'delaléd_1 0 prm alfal 64 = alfal 6lt'delal6d_1:: 0
prm 'delbe6q_1 0 prm betal 64 = betal 614!'delbe6q4 1:: 0
prn 'delgabd 1 0 prm gamal 64 = gamal 6lt'delga6d_1:: O
Depois da correcao
prm delaS8_1 0 prm al 58 = al_S55+delaS8_l;:| 0
prm delb58_1 0 prm bl_58 = bl_S55+delb58_1;: 0
prm delc58_1 0 prm cl 58 = cl_55+delcS8_1;:| 0
prm 'delalS8_1 0 prm alfal 58 = alfal S55#!delalS8_1;: 0
pru !delbeS8_1 0 prm betal 58 = betal S554!delbeS8_1:: 0
prm 'delgaS8_1 0 prm gamal_ 58 = gamal S5S5#'delgaS8_l1:: 0
prm dela6l_1 0 prm al 61 = al_S58+delaél_1:: 0
prm delb6l_1 0 prm bl 61 = bl_S58+delb6l _1;: 0O 5
prn delc6l 1 0 prn cl 6l = cl_S58+delc6l_1;:| 0 Conexoes
prm 'delalél_l 0 prm alfal 61 = alfal 58¢'delal6l 1:;: O ]
prm 'delbe6l_1 0 prm betal 61 = betal S58+!delbe6l _1;: 0 corrlgldas
prm 'delgaél_l 0 prm gamal 61 = gamal S58+'delga6l 1:: O
prm dela6d 1 0 prm al 64 = al_6l+delaéd 1;:/ 0
prm delb64_1 0 prm bl 64 = bl_6l+delb64 1;:/ 0
prm delc64_ 1 0 prm cl 64 = cl_6l+delc6q_1;:| 0
prm 'delal6d 1 0 prm alfal 64 = alfal 6l4'delaléd 1:;: 0
prm 'delbe6q 1 0 prm betal 64 = betal 6lit!delbe64 1;: 0
prm 'delga6d_1 0 prm gamal 64 = gamal 6l#'delga6éd 1;: 0

Fonte: TITA, D. L.
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Ainda no topico PRM PHASE_X nome_da_fase quando se inclui, por exemplo
15 medidas, é necessario apagar os 5 ultimos conjuntos que contém as conexdes dos
parametros de cela unitaria, para todas as fases presentes. Um exemplo desse caso
pode ser observado na Figura 82.

Figura 82. Apagando os termos zerados em defining PRM PHASE. Os termos que aparecem
zerados, para todas as fases que foram inclusas no refinamento devem ser apagadas para o
correto funcionamento da planilha.

prm delal03_1 0 prm al_103 = al_100+delal03_1;: 0O —
prm delbl03_1 0 prm bl_103 = bl_100+delbl03_1;:: 0 ags 4
prm delclo3_l 0 prm  cl 103 = cl_100+delcl03_l;: 0 Ultima medida
prm 'delall03_1 0 prm alfal 103 = alfal_10D+!'delall03_1;: 0 =
prm 'delbel03_1 0 prm betal 103 = betal 100+!'delbel03_1;: 0 InCIusa no RSR
prm 'delgal03_1 0 prm gamal 103 = gamal 100+'!'delgal03_1:: 0 —
—
prm dela0_1 0 prm al 0 = al_103+delal_1l;: O
prm delb0_1 0 prm bl 0 = bl_103+delb0_l;: O
prm delc0_1 0 prm cl 0 = cl_103+delc0_1;: O
prm !delal0l_l 0 pra alfal 0 = alfal 103+!delalD 1:;: 0
prm !delbe0_l 0 pron betal 0 = betal 103+!delbel 1;: O =
prm 'delga0_l 0 prm gamal 0 = gamal_103+!delgald_1:: O 1
E preciso,
prm dela0_1 O prm al 0 = al_O+dela0_l;: O manualmente,
prm delb0_1 0 prm bl O = bl _O+delb0_1:: 0
prm delc0_1 0 prm cl 0 = cl_O+delc0_l1:: O deletar as
pro 'delal0_l 0 prm alfal 0 = alfal O+!delal0 {1:: 0 — .
pra idelbe0_L 0 pru  betal 0 = betal 0+!delbed [L;: 0 medidas
prm 'delga0_l 1] prm gamal 0 = gamal O+!delga0_ ;: 0
com os termos
prm dela0_1 0 prm al 0 = al O+delal_l;: O
prm delb0_1 0 prm bl 0 = bl _O+delb0_1;: O Zerados
prm delc0_1 O prm cl 0 = cl_O+delcO_1;: O
prm 'delal0_l 0 prm alfal 0 = alfal O+!delal0 {:: 0
pra !delbe0_l 0 prum betal 0 = betal O+!delbe0 {;: 0
prm !delga0_l 1] prm gamal 0 = gamal O+!delga0_{l;: O
e

Fonte: TITA, D. L.

Abra a primeira temperatura (Temperature tempX) e o PHASE1 nome_da_fase,
em out’nome_da_fase.txt” apague a palavra append. (Obs.: repita esse procedimento
para todas as fases somente na primeira temperatura que a fase apareca).

Enfim, o usuario ja tera todo o experimento plotado no jEdit, sendo assim, € so

o refinar.

Interpretando os dados do RSR

ApoOs o refinamento, dentro da pasta aonde o arquivo .inp foi salvo, € gerado
um arquivo para cada fase estuda com o valor, seguindo a coluna, apresentando os
valores obtidos de a, b, c, alfa, beta, gama e da analise quantitativa de fases, e para
cada linha, a temperatura em que o difratograma foi coletado. Com esse arquivo é
possivel construir os graficos e extrair a fungdo que rege a dilatagédo ou contracao dos

parametros de cela unitaria em programas que trabalham com planilha e graficos.
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Se o usuéario preferir, na prépria planilha SP-DLT, na aba Sequential_Results,
€ possivel entrar com esses resultados que apresentam extensao do tipo .txt.

Nos pacotes Office antigos a funcdo de entrada de arquivos, diretamente no
Excel, de extensé&o .txt aparece da seguinte forma: Dados > de Texto. Ao abrir a caixa
de diadlogo é s6 o usuario importar os dados que foram extraidos automaticamente
dos refinamentos, para a célula logo abaixo de T° C, respeitando sempre a sequéncia

das fases. Esse passo pode ser observado na Figura 83.

Figura 83. Importando os dados obtidos via RSR, de extenséo .txt, diretamente na planilha
SP-DLT.

B C D

Sequential

a b ¢ alfa beta gama percent

d OO A W nN

Importar os resultados obtidos, de extensao .txt,
via refinamento sequencial
na célula logo abaixo de T° C

Fonte: TITA, D. L.

Para usuarios que assinam o Office 365, para habilitar a funcéo de importacéo
de texto, entre em Arquivo > Opcdes > Dados > e em “Mostrar os assistentes de
importagédo de dados herdados”, marque a caixa Do Texto (Herdado). Depois disso,
para importar os dados de texto, no menu Dados > Obter Dados > Assistentes
Herdados > Do Texto (Herdado). Abra o arquivo desejado e importe na célula
correspondente a fase, assim como apresentado na Figura 83.

Depois de inserir os dados, logo no canto direito, todo o tratamento estatistico
para a avaliacao dos outliers é apresentado de forma automatica, sendo assim, caso
0 usuario gueira excluir algum ponto, com base na analise matematica € possivel
apagar o valor de entrada.

Na proxima aba, “Seq_Plot” todos os gréaficos ja estardo plotados de forma
automatica, sendo que 0 usuario so precisara ajustar as escalas.

Para adicionar as linhas de tendéncia e extrair as equacdes das retas, 0
usuario devera clicar com o botédo direito sobre o grafico e em Adicionar Linha de
Tendéncia. Com isso, sera possivel escolher as opc¢des de linhas de tendéncia, que
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poderdo ser: linear, polinomial de segunda ordem ou polinomial de terceira ordem,
sendo que nesses trés casos a planilha opera de forma automatica. Para exibir a
equacao escolhida é s6 marcar as caixas: exibir equacao no gréfico e, para avaliar o
resultado da aproximacéao da reta escolhida com os pontos experimentais, exibir valor

de R-quadrado no gréfico.

Refinamento paramétrico: funcéo linear, polinomial de segunda

ordem ou polinomial de terceira ordem

Com a planilha € possivel programar o experimento paramétrico de Rietveld
que modela os parametros de cela unitaria, de forma automatica, para o seguinte tipo
de equacdo; y =mT3+nT? + oT + c. A equacéo de terceiro grau foi escolhida pela sua
versatilidade, haja vista zerando o termo ao cubo ela torna-se uma equacao de
segundo grau e zerando o termo ao quadrado, uma de primeiro grau. Sendo assim,
na aba data, em Parametric, insira os coeficientes angulares encontrados, sempre
respeitando as fases. Atualize as temperaturas, assim como ja explorado
anteriormente e, utilize a sequéncia de comandos Crtl + “letra” agora para o appliable
hotkeys — parametric, para gerar a programacdo, sempre seguindo a logica
apresentada anteriormente.

Depois disso, na aba PARAMETRIC_LINEAR_RIETVELD, copie o texto e cole
no jEdit.

No jEdit, em choosing the temperature, libere para célculo a temperatura
desejada, apagando a apostrofe (‘). Em PRM temperature, se existir algum termo
zerado (i.e. prm !'temp0 0), apague-o.

No tépico PRM PHASE_X nome_da_fase quando se inclui, por exemplo, um
conjunto de 15 medidas, é necessario apagar as 5 Ultimas, para todas as fases
presentes no refinamento.

Abra a primeira temperatura (Temperature tempX) e o PHASE1 nome_da_fase,
em out’nome_da_fase.txt” apague a palavra append. (Obs.: repita esse procedimento
para todas as fases somente da primeira temperatura).

Finalmente, refine os dados.
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Interpretando os dados do RRP

Assim como ocorreu no RSR, apds o RRP, na pasta em que o arquivo .inp esta
sendo salvo, sdo gerados arquivos do tipo .txt com os resultados obtidos para os PCU,
assim, da mesma forma, mas agora na aba “Parametric Results” o usuario pode plotar

esses valores e interpretar.

Consideracao final

Nunca se esqueca que a planilha simplesmente € um sistema para facilitar na
programacao dos experimentos de RSR e RRP, sendo assim, depois de programado
no jEdit, fique & vontade para refinar os materiais da forma que achar melhor. Sinta-

se livre.
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C - TUTORIAL DE USO DO IMAGEJ PARA A CONTAGEM DE
PARTICULA VIA DADOS DE MICROSCOPIA ELETRONICA

A contagem do tamanho de particula, na area de materiais, sempre teve uma
significativa importancia, pois na grande maioria dos casos o tamanho de um material
pode ter consequéncias diretas em suas propriedades fisicas e quimica (e.g. um
material nanoparticulado pode apresentar propriedades distintas em comparacédo ao
mesmo material ndo nanoparticulado).

Pensando na area farmacéutica conhecer o tamanho dos materiais que sao
empregados para a confeccdo de medicamentos é um dos principios para se garantir
o controle de qualidade, pois uma vez determinado o tamanho médio de um
componente, se algum tipo de variacdo ocorrer, que pode ser, por exemplo, devida a
compra em um fornecedor diferente, cujo tamanho das particulas se distinguem
daquelas ja utilizada previamente na linha de producdo, além de possibilitar o
surgimento de problemas como, por exemplo, o entupimento de uma maquina, pode
ser que o medicamento gerado ndo apresente mais as caracteristicas farmacéuticas
que eram esperadas.

Existem algumas formas de se medir o tamanho médio de uma patrticula (e.g.
DLS). Para essa tese foram utilizados dados de microscopia eletronica de varredura
de alta resolucdo (MEV-FEG) e o software livre ImageJ, que é distribuido pelo site
https://imagej.nih.gov/ij/download.html. Assim, segue abaixo um tutorial que
apresenta uma forma simples de contar o didametro médio das particulas de material
qualquer.

SO para constar, existem métodos mais elaborados de contagem para
nanoparticulas como, por exemplo, de ouro, que ficam bem distribuidas na superficie
de um substrato de silicio e que apresentam uma grande diferenca de contraste entre
a superficie do substrato e a propria particula. Assim, nesse caso, utilizando o proprio
software livre, mas com o emprego de mascaras/filtros que conseguem destacar a
particula do substrato, € possivel obter, de forma automatica, a area dessas particulas

esféricas e da area, o didmetro (tamanho).
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Preparo de amostras

O preparo de amostra é de grande importancia para a obtencao de bons dados
em microscopia eletrénica de varredura, sendo assim, dependendo do material pode
ser que ele fiqgue melhor preparado em suspensdo com solventes (e.g. agua,
isopropanol, acetona, dentre outros, que obrigatoriamente ndo reajam com o material
a ser estudado), depositados (i.e. aproximadamente 10 pL) sobre substrato de silicio
e deixados até a sua completa secagem. Ou, quando ndo for possivel realizar a
suspensao, colocar um pouco do pé sobre uma fita dupla face de carbono e retirar o
excesso.

Tanto no caso da suspensdo, quanto no preparo com o po6 direto no porta
amostras, caso seja necessario (i.e. amostras isolantes ou semicondutoras) é
importante a realizacdo do recobrimento com material condutor (e.g. ouro, cobre,
carbono, dentro outros).

Outro ponto importante de se lembrar € que ndo importa a forma de preparo
(i.e. suspenséo ou po direto) as amostras deve estar bem fixas ao porta amostra, para
evitar o seu desprendimento e queda quando estiver dentro do equipamento, e
completamente secas.

Basicamente, para se obter um bom preparo de amostra é necessario que as

particulas tenham uma boa dispersao, evitando a aglomeracéo.

Captura das imagens

N&o existe segredo na obtencdo de imagens por microscopia eletronica de
varredura, o importante € o equipamento estar bem alinhado (i.e. basicamente com
lentes e feixe bem ajustados para se obter o melhor foco, com estruturas de bordas
bem resolvidas e finas). Vale lembrar que as vezes o problema nao é do técnico e
nem do equipamento, em alguns casos o usuario da técnica nao dispensa a devida
atencao no preparo das amostras, que na minha opinido € o principal alicerce para se
obter uma boa analise, sendo assim, nunca coloque a mao na amostra ou nos
materiais que entram no equipamento de microscopia (e.g. porta amostras e
substratos), lembre-se, sempre utilize luvas isentas de po (i.e. talco), ndo assopre com
a boca nada e deixe as amostras secas e, se possivel, acomodadas dentro de

dessecador sob vacuo e com agente secante (i.e. silica).
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As imagens devem ser obtidas de particulas ndo aglomeradas, sendo que o
ideal é que elas, para serem contadas, estejam espacas de pelo menos 1 diametro
médio, uma das outras (i.e. para se contar uma particula ela dever estar espacada
das suas vizinhas a uma distancia maior ou igual ao diametro médio encontrado na
analise).

A magnificacdo empregada deve ser escolhida para que em uma foto possa-se
contar o maior numero de particulas ndo aglomeras, sendo que tenham contornos
bem definidos, assim, amostras de baixa magnificacdo é provavel que o erro em
decorréncia de ndo se distinguir ao certo o final da borda e do substrato seja maior, o
contrario também ndo € interessante, pois uma particula por foto, por exemplo, é
interessante pois esse problema de borda é resolvido, mas para se obter uma boa
estatistica é necesséario por volta de 300 particulas, sendo assim, a analise é
praticamente inviavel devido ao grande tempo que sera gasto para realiza-la.

Assim, uma dica importante €, tenha sempre bom senso.

N&o existe uma regra em se manter a mesma magnificacao para a captura de
todas as fotos, mas, € interessante manter sempre um padrdo, assim, tente variar as
magnificacdes o minimo possivel e, em relacdo ao equipamento, sempre mantenha
as mesmas condicdes de operacdo quando se é necessario comparar amostras ou
até mesmo para observar a mesma amostra mas em areas diferentes, assim, sempre

mantenha a distancia de trabalho (WD), energia e corrente do feixe, iguais.

Calibrando a escala via software

O software € uma simples caixa, assim como apresentado na Figura 84, com
algumas ferramentas que podem ser empregadas para o tratamento de imagens e

contagem de particulas.

Figura 84. Visdo do software ImageJ utilizado para contagem de particulas. Praticamente,
qualquer foto que se tenha escala (i.e. dados microscopia eletrénica de varredura,
transmissao ou Optica) é possivel realizar a contagem.

 Image) - L X
| File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

B olx|o|<|«[[A]Alx|a|0) efs|2]o]~
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Fonte: TITA, D. L.
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Primeiramente, para abrir a imagem que contém as particulas de interesse
arraste a foto para dentro do programa ou utilize o File > Open. Uma nova caixa de
dialogo é aberta ja com a imagem.

Selecione a ferramenta magnifying glass (i.e. lupa) e clique sobre a barra de
escala. Ao clicar, essa regido é direcionada para o centro da caixa de dialogo com um
aumento do zoom digital, assim, quanto maior o usuario deixar a barra de escala, que
dé para ter uma boa definicdo das suas bordas, é melhor. Ao segurar o Crtl e girar o
scroll do mouse é possivel, também, aumentar o zoom digital e direcionar uma regido
de interesse para o centro da tela.

Depois disso, selecione a ferramenta straight (i.e. linha reta) e trace um reta do
inicio da barra até o final, assim como apresentada na figura abaixo, pela linha
amarela. Nesse passo o cursor se transforma em uma cruz, assim, é interessante ao
tracar essa linha colocar bem na borda inicial da barra de escala, com isso, para
acertar exatamente essa regido o cursor fica metade na cor preta e metade na cor

branca, depois disso, fazer o mesmo processo para a outra borda.

Figura 85. Trace alinha para a calibragéo sobre a barra de escala. Certifique-se que a selecéo
foi realizada do inicio até o final exato da barra de escala. Nesse passo, o software calcula
gquantos pixels tem nessa linha amarela, para mais adiante, na Figura 86, ele ja preencher de
forma automatica a Distance in pixels da caixa de dialogo Set scale.

| TicP_60_CURVA ro
933,18

Fonte: TITA, D. L.

Depois disso, entre no menu superior em Analyze > Set Scale e, na caixa de
didlogo cligue em Click to Remove Scale, para apagar da memoria do software

qualquer dado que tenha sido utilizado anteriormente. Ainda na mesma caixa, em
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Known distance, coloque o valor correspondente da barra medida anteriormente (i.e.
esse valor acompanha a barra de escala e, assim, vem junto com a foto obtida). Para
finalizar a calibracdo da escala, em unit of length digite a unidade utilizada na escala
(OBS.: se for em um digite um). Depois de preencher clique em ok.

Esse passo deve ser realizado para todas as fotos que forem tratadas no
programa. Se 0 usuario tiver um conjunto de imagens de mesma magnificacdo é
possivel selecionar a caixa “Global”’, que a proxima medida esse acerto de escala ja
estard fixo. Isso facilita a vida do operador, mas, por precaucao é bom verificar se tudo
estd seguindo o esperado, assim, se marcar a opcdo Global, dé uma olhada em
Analyze > Set Scale se nao ocorreu nenhum problema. Para imagens de

magnificacdes diferentes, sempre realize o processo por completo.

Figura 86. Calibrando a escala via software. Nesse passo, basicamente, estamos dizendo
para o programa que o trago em amarelo feito anteriormente equivale a um valor real que
acompanha a barra de escala das fotos de microscopia eletronica.

)
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Known distance: Valor da escala

Pixel aspect ratio:
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[ Valorda escala _Ciickto Remove Scale |

_ & “ I™ Gloval
Barra de escala l o LI
-  — 100nm OK | Cancel| Help

X 50,000 2.00kV SEI SEM

Fonte: TITA, D. L.

Incluindo a barra de escala dentro da foto e cortante a barra de

informacoes

Geralmente, em publicacdes, teses e dissertacdes, ndo € necessario colocar a
imagem obtida via microscopia eletrénica com a barra de informacdes (i.e. barra que
contem a magnificacdo utilizada, aceleracdo de voltagem, escala, dentre outras
informagdes). Assim, 0s parametros importantes podem ser inclusos na metodologia
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e a imagem pode ser exposta somente com a barra de escala e a escala, para isso,
segue abaixo um tutorial de como proceder com essa operacao via ImageJ.

Depois de calibrar a escala, assim como descrito anteriormente, clique na
ferramenta Rectangular, selecione a area somente da imagem e deixe para fora da
selecédo a barra de informacdes. Pressione Crtl + Shift + d, para duplicar a area de
selecédo (i.e. nesse passo a barra de informacdes jA ndo aparece na nova caixa
gerada. De um nome para a duplicacdo e, depois, pressione Ctrl + s para salva-la.

No menu superior cliqgue em Analyze > Tools > Scale Bar. Na caixa de didlogo
ScaleBar Plus ajuste os parametros da escala como preferir. Segue na Figura 87 um

exemplo.

Figura 87. Editando a barra de escala dentro da imagem. Nesse passo a barra de informacdes
€ deletada da imagem e somente a escala é evidenciada.
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Fonte: TITA, D. L.

Depois disso, pressione Ctrl + Shift + d, para duplicar a imagem, dé um nome

e pressione Ctrl + s para salva-la.

Contagem de particulas

Para a contagem propriamente dita o usuario pode utilizar a foto sem esse
passo de cortar a barra de informacgdes, assim, o importante é realizar, simplesmente,
a calibracdo da escala via software. Assim, depois de calibrado, selecione a
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ferramenta Straight e trace uma linha sobre a primeira particula a ser contada, se
precisar € possivel utilizar a lupa para enxerga-la mais de perto. Depois pressione a
tecla m do teclado, assim, uma nova caixa de dialoga (i.e. Results) abrira com valores
referentes a essa primeira medida. Para a segunda medida, trace uma nova linha
sobre outra particula e aperte m. Siga esse processo até a analise total das particulas
da foto.

No final da contagem € possivel salvar o Results em File > Save As e abri-lo
em algum programa de andlise de tabelas e gréficos. O termo da planilha que
apresenta o tamanho das particulas contadas € o Lenght.

Uma dica é que graficos de barras, elucidando ao leitor do trabalho a
distribuicdo das particulas na amostra, assim como foi utilizado nas discussdes desse

trabalho, sdo mais empregados na area de materiais.
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D - EMPREGANDO O TUTORIAL DE CONTAGEM DO
TAMANHO DE PARTICULAS NA CARACTERIZACAO DOS
MATERIAIS DE PARTIDA

Com a finalidade de empregar o tutorial discutido anteriormente, segue abaixo
um estudo realizado para os materiais de partida (i.e. SPR, LACMH e LACA) que
compdem essa tese.

Para a contagem do tamanho médio de particulas foram selecionadas imagens,
com as escalas devidamente calibradas via software ImageJ 1.50c &, de dominio
publico, em diferentes magnificagdes. O principal critério para a escolha das imagens
a serem contadas foi a quantidade de particulas com boa resolu¢cdo de borda,
devidamente espacadas e que apresentassem uma distribuicdo de tamanhos que
fossem coniventes com o restante das imagens obtidas.

Realizou-se a contagem de forma manual, tracando sobre as particulas uma
reta, sempre de forma aleatéria, de uma borda até a outra.

Para a amostra de SPR foram contadas 1063 particulas, para a LACMH 526 e
a LACA 512. No tratamento dos dados utilizaram-se programas especificos para
obtencéo de graficos, que foram plotados na forma de histograma de barras e em
estaticas de destruicdo d10, d50 e d90, sendo que tais valores se referem a média do
tamanho das particulas nos intervalos abaixo de 10, 50 e 90 % da curva de distribuicdo

de tamanho.

SPR

Para a contagem do tamanho de particulas foram selecionadas duas imagens
de 300 X de magnificacdo e uma de 600 X, ambas em LM, totalizando 6 imagens. O
principal critério para essa selecdo foi encontrar imagens que apresentavam uma
maior quantidade de particulas com boa resolugéo de borda e de diferentes tamanhos.
Na Figura 88 sédo apresentadas 4, das 6 imagens empregadas na contagem, ja

processadas via ImageJ.
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Figura 88. Contagem do tamanho de particula da amostra SPR. Os tracos amarelos, sobre
as particulas, correspondem ao tratamento manual empregado para a contagem via ImageJ.

Fonte: TITA, D. L.

Na Figura 89 observa-se o grafico do nimero de contagens vrs. tamanho de
particula (um), em doze intervalos (bin 12). Com ele é possivel entender melhor a
distribuicdo do tamanho médio dessas particulas, sendo que, em observacao as duas
maiores colunas e estimando os seus valores pelo grafico, elas representam um
pouco menos de 600 particulas, dentre as 1063 do total contabilizadas, tendo em

média o tamanho de aproximadamente 6 um.
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Figura 89. Graficos da distribuicdo do tamanho médio das particulas da amostra SPR. O eixo
Y apresenta o numero de particulas contadas e o eixo X refere-se ao tamanho das particulas
(um) obtidas via imagens de microscopia eletronica de varredura. Em observacéo as duas
maiores colunas e estimando os seus valores pelo gréfico, elas representam um pouco menos
de 600 particulas, dentre as 1063 do total contabilizadas, tendo em média o tamanho de
aproximadamente 6 pum.
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Fonte: TITA, D. L.

O grafico de dispersdo de duplo eixo Y, contendo frequéncia acumulada e
frequéncia relativa, ambos em porcentagem, vrs. tamanho de particula (um) é
apresentado na Figura 90 . A informacdo importante extraida dessas curvas sao 0s
valores de Dio, Dso € Doo. Nesse caso os valores de Dio e Dgo representam o diametro
de corte das caudas da curva de frequéncia acumulada em 10% e 90%,
respectivamente. Ja Dso € 0 valor da mediana e representa o didmetro médio das
particulas Dm. Sendo assim, para a amostra SPR os valores encontrados foram: Do
= 15,30 um, Dso = 6,32 um e 0 de Dio = 2,11 pum.
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Figura 90. Gréfico de Dio, Dso, € Dgo para a amostra de SPR. Eixo Y duplo apresentando
frequéncia (%), na cor preta, e frequéncia acumulada (%), em azul, e no eixo X o tamanho de
particula (um). Os valores encontrados sé&o: Dgo = 15,30 um, Dsp = 6,32 um e D1o = 2,11 pum.
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Fonte: TITA, D. L.
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LACMH

Na Figura 91 observa-se o grafico do numero de contagens vrs. tamanho de
particula (um), em dez intervalos (bin 10). Em observacao as duas maiores colunas e
estimando os seus valores pelo grafico, elas representam por volta de 300 particulas,
dentre as 526 do total contabilizadas, tendo em média o tamanho aproximado de 20

pm.

Figura 91. Graficos da distribuicdo do tamanho médio das particulas da amostra LACMH. No
graficoem A, o eixo Y apresenta o nimero de particulas contadas. No B, a frequéncia relativa
(%). J& o eixo X, para ambos os gréficos, referem-se ao tamanho de particulas (um).
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Fonte: TITA, D. L.

O gréfico de dispersdo de duplo eixo Y, contendo frequéncia acumulada e
frequéncia relativa, ambos em porcentagem, vrs. tamanho de particula (um) é
apresentado na Figura 92. Sendo assim, para a amostra LACMH os valores

encontrados foram: Dgo = 52,94 um, Dso = 21,15 um e o de Dio = 6,94 um.



206

Figura 92. Gréafico de Dio, Dso, € Doy para a amostra LACMH. Eixo Y duplo apresentando
frequéncia (%), na cor preta, e frequéncia acumulada (%), em azul, e no eixo X o tamanho de
particula (um). Os valores encontrados sdo: Dgo = 52,94 um, Dso = 21,15 um e D10 = 6,94 um.
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LACMH

Na Figura 93 observa-se 0 numero de contagens vrs. tamanho de particula
(um), em dez intervalos (bin 10). Em observacéo a maior coluna e estimando o seu
valor pelo gréafico, ela representa por volta de 250 particulas, dentre as 512 do total

contabilizadas, tendo em média o tamanho de proximamente 15 pum.

Figura 93. Graficos da distribuicdo do tamanho médio das particulas da amostra LACMH. Em
observacao a maior coluna e estimando o seu valor pelo grafico, ela representa por volta de
250 particulas, dentre as 512 do total contabilizadas, tendo em média o tamanho de
proximamente 15 pm.
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Fonte: TITA, D. L.

O gréfico de dispersdo de duplo eixo Y, contendo frequéncia acumulada e
frequéncia relativa, ambos em porcentagem, vrs. tamanho de particula (um) é
apresentado na Figura 94. Sendo assim, para a amostra LACA os valores encontrados

foram: Doo = 31,55 um, Dso= 11,64 um e o de D10 = 4,68 um.
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Figura 94. Grafico de Dio, Dso, € Dgo para a amostra LACA. Eixo Y duplo apresentando
frequéncia (%), na cor preta, e frequéncia acumulada (%), em azul, e no eixo X o tamanho de
particula (um). Os valores encontrados séo: Dgo = 31,55 um, Dso = 11,64 um e Dio = 4,68 um.
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Fonte: TITA, D. L.
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E - SIMULACAO DE TAMANHO MEDIO DE CRISTALITO VIA
TOPAS ACADEMIC

Com a simulacdo do tamanho meédio de cristalito, para uma dada fase, é
possivel variar o tamanho médio de cristalito e observar qual vai ser o comportamento
do perfil de difracdo. E interessante frisar que para a simulacdo pode-se incluir mais
de uma fase.

Para realiza-la, além do Topas Academic e do editor de texto jEdit, precisamos
do arquivo no formato .cif das fases de interesse e de uma funcdo que rege a
distribuicdo do tamanho médio de cristalito que pode ser a CS_L ou CS_G, sendo a
primeira para um ajusto de Lorenz e a segunda de Gauss.

Simulando o tamanho médio de cristalito

Para gerar uma simulacéo da influéncia do tamanho médio de cristalito para
uma fase é s acessar, pelo jEdit o menu TOPAS_Durhan_Menus > Miscellaneous
Useful Commands > Simulate pattern from cif, assim uma caixa de dialogo se abre
para que o usuario selecione a fase desejada no formato .cif. Manualmente, o usuario
pode editar a programacédo da forma que julgar conveniente para o experimento,
sendo assim, para o estudo da distribuicdo do tamanho médio de cristalito, inclui-se,
no final do texto a funcdo CS_L (, y), no caso o y refere-se a esse tamanho médio em
nandmetro, que pode ser encontrada em TOPAS V5 Menus > Phase level —
Structure > CS_L.

Na area de caracterizacdo de materiais, a determinacdo do tamanho médio de
cristalito € uma das mais importantes informacdes obtidas através da difratometria de
raios X por po, mas, que infelizmente ndo pode ser medida de forma direta, como
adiante seré explicada. Além disso, existe uma grande confusao literaria sobre termos
como: tamanho de particula, tamanho de cristal e de cristalito, sendo assim, para uma
melhor compreenséo desse termos, que estdo esquematizados na Figura 95, segue
uma discusséo com base no Users Manual do TOPAS ACADEMIC, escrito por Allan
Coelho 4.

Uma tipica particula (“grao secundario”) esta representada na Figura 95 -a),
pode ser constituida de um ou mais cristais (“graos primarios”). Esses cristais podem
estar separados por interfaces amorfas ou cristalinas, gerando assim, todo o entorno

da particula. Nesse exemplo, percebe-se que o tamanho de particula ndo é acessivel
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por difracédo de raios X por p0d, sendo que os métodos mais comumente utilizados para
esse tipo de analise sdo as microscopias eletrbnicas ou Oticas, dependendo do
tamanho do material, peneiracdo, dynamic light scattering (DLS), dentre outras.
Complicac¢des ainda podem surgir devido a aglomeracéo das particulas, o que dificulta
ainda mais a analise 7.

A Figura 95 -b) representa um conjunto de cristais. Assim como o tamanho de
particula, o tamanho de um cristal ndo pode ser obtido pela difragéo de raios X por po.
Para a sua caracteriza¢do, as mesmas técnicas utilizadas para particulas podem ser
empregadas e o efeito de aglomeracéo pode, também, ser observado e influenciar na
analise. Um fato interessante € que o tamanho de um cristal €, em geral, igual ou
menor do que o tamanho de uma particula 4.

Cada cristal pode ser constituido de um ou mais cristalitos, assim como
apresentado na Figura 95 -c). O tamanho de um cristalito €, em geral, igual ou menor
gue o tamanho de um cristal. O tamanho do cristalito pode ser determinado por
difracé@o de raios X por po, mas ndo diretamente, como ja mencionado anteriormente,

mas sim através do formato dos picos de difragéo 4.

Figura 95. Representagdo esquematica para os termos: a) particula, b) cristal e c) cristalito.
Em a existe a equivaléncia a gréo primario, assim é composta por um ou mais cristais, além
de contribuicdes, que pode ser de material amorfo. Em b temos somente a presenca de
cristais, aleatoriamente distribuidos. E em c o cristalito que €, em geral, uma pequena porgéo
do cristal, sendo que, nesse caso, 0 seu estudo de tamanho (i.e. tamanho de cristalito) é
possivel pela difracéo de raios X.

Fonte: TITA, D. L. adaptado do Users Manual TOPAS ACADEMIC 4.

Para finalizar, o manual do usuario e o manual técnico do software Topas sao
referéncias importantes para um melhor entendimento de todos 0s processos

envolvidos em um refinamentos.



9 ANEXOS

A - Tabela de Thompson modifica (t)
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Segue na tabela abaixo os resultados para os parametros de T em comparacao

an.

Tabela 34. Tabela de Thompson modificada (t). Segue na tabela os valores de populacdo n
e de t para serem empregados nos calculos de outliers, assim como foi apresentado em
“Estatistica para exclusao de um ponto fora da curva (outliers)”. Mais informagdes sobre o

método podem

ser

encontradas

em

http://www.mne.psu.edu/cimbala/me345/Lectures/Outliers.pdf com o professor John M.

Cimbala, da Penn State University.

Tabela de Thompson

modifica (1)

n T n T

3 1,1511 33 1,9160
4 1,4250 34 1,9174
5 15712 35 1,9186
6 1,6563 36 1,9198
7 17110 37 11,9209
8 1,7491 38 1,9220
9 1,7770 39 1,9230
10 1,7984 40 1,9240
11  1,8153 42  1,9257
12 1,8290 44 1,9273
13 1,8403 46 1,9288
14 1,8498 48 1,9301
15 1,8579 50 1,9314
16 1,8649 52 1,9325
17 1,8710 54 1,9335
18 1,8764 56 1,9345
19 1,8811 58 1,9354
20 1,8853 60 1,9362
21 1,8891 65 1,9381
22 1,8926 70 1,9397
23 1,8957 75 1,9411
24 1,8985 80 1,9423
25 1,9011 90 1,9443
26 19035 100 1,9459
27 1,9057 150 1,9506
28 1,9078 200 1,9530
29 19096 500 1,9572
30 19114 1000 1,9586
31 19130 5000 1,9597
32 1,9146 (—>o0) 1,9600

Fonte: http://www.mne.psu.edu/cimbala/me345/Exams/Modified_Thompson_tau_table.pdf



