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Resumo: A vitamina D é uma vitamina lipossoltivel que possui grande importancia para a satde
Ossea, tendo como metabdlitos principais a vitamina D2 (ergocalciferol) e a vitamina D3
(colecalciferol) A vitamina B9 (acido félico) é uma vitamina hidrossoltivel, podendo ser encontrada
como folato ou acido fdlico e desempenha um papel vital como cofator na sintese de DNA. A
solubilidade de um farmaco apresenta influéncia direta na sua farmacocinética, repercutindo na sua
biodisponibilidade e eficacia terapéutica. O objetivo deste estudo foi avaliar a solubilidade de
vitaminas submetidas a técnicas termoanaliticas e
espectroscopicas, bem como avaliar a solubilidade em equilibrio pelo método “shake flask”. Os
resultados mostram-se positivos nas andlises térmicas e espectroscopicas. Durante a avaliagdo da
solubilidade em equilibrio o 4cido félico e a vitamina D3 degradaram-se nos tampdes acidos, fluido
gastrico simulado sem enzimas (FGSSE) e tampao acetato (TA), sendo possivel apenas a
quantificagdo no tampao de suco entérico simulado sem enzima (SESSE). A solubilidade do acido
félico no tampao SESSE foi determinada como sendo 1,07 mg/mL e o tempo para atingir o equilibrio

caracterizacdo fisico-quimica por

foi de 9h. Ja a solubilidade da vitamina D3 foi calculada como sendo 0,00109 mg/mL, atingindo o
equilibrio em 3 horas.

Palavras-chave: acido fdélico; vitamina D3; shake flask; espectroscopia de infravermelho; analise
térmica

1. Introdugao

As vitaminas sao compostos organicos que, em pequenas quantidades,
desempenham diversas fungdes bioquimicas. Consideradas nutrientes essenciais,
geralmente nao sao sintetizadas pelo organismo, sendo necessario adquiri-las por meio
da alimentacao [1].

A vitamina D faz parte do grupo das vitaminas lipossoltiveis e ¢ um pré-horménio
secosterdide com papel essencial na manutencao do tecido 6sseo. A vitamina D2 e a
vitamina D3 sdo seus metabolitos principais, também denominados de ergocalciferol e
colecalciferol, respectivamente. A vitamina D2 pode ser adquirida através da ingestao de
plantas, fungos e leveduras, enquanto a vitamina D3 tem como principal fonte a exposi¢ao
a luz solar ou a ingestdo de alimentos de origem animal. Esses metabolitos sao
transportados ao figado e sofrem reacao de hidroxilagao para formar 25-hidroxi-vitamina
D, que por sua vez é convertido a forma ativa, 1,25-diidroxi-vitamina D, principalmente
nos rins [2].

Os folatos sao um grupo de compostos relacionados a vitamina B9 e que possuem
um importante papel na sintese de aminoacidos e nucleotideos de purina fundamentais
para a sintese de DNA. Sua estrutura quimica é composta de um anel pterina ligado ao
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acido p-aminobenzoéico (PABA), que por sua vez liga-se a residuos de glutamato. A forma
ativa da vitamina B9 é o de tetrahidrofolato (THF), o qual participa como cofator
enzimatico em reacgoes de transferéncia de um carbono. Os vegetais folhosos e alguns
cereais sdo considerados as principais fontes de folatos [3].

A solubilidade desempenha um papel crucial na liberacdo e absorcao de
medicamentos, sendo um fator essencial para a sua biodisponibilidade. Para que um
farmaco seja absorvido, é necessario que esteja presente na forma de uma solugao aquosa
no local de absorgao. Farmacos lipofilicos ou que possuem baixa solubilidade podem
apresentar desafios relacionados a sua absorgao e, portanto, baixa biodisponibilidade [4].

O propdsito deste estudo é aprofundar a compreenséo da solubilidade do acido folico
e do colecalciferol, empregando o método de agitagao orbital em frasco, o “shake flask”,
com o objetivo de avaliar sua capacidade de dissolucdo em diferentes condi¢des. Além
disso, os insumos foram submetidos a caracterizagao fisico-quimica por meio de técnicas
termoanaliticas, como a analise termogravimétrica (TGA) e a calorimetria exploratdria
diferencial (DSC), utilizadas para demonstrar a estabilidade térmica e decomposicao,
apresentando seu comportamento sobre diferentes condi¢des de temperatura.
Adicionalmente, foi utilizada a técnica de espectroscopia de absor¢do na regido do
infravermelho médio com transformada de fourier (FTIR), empregada para analisar a
estrutura molecular dos insumos. Esses resultados sdo extensivamente estudados durante
a fase de desenvolvimento, visando garantir a seguranga, eficacia e qualidade da
formulacao farmacéutica.

2. Resultados e Discussio
2.1. Termogravimetria e Calorimetria Diferencial Exploratéria

As curvas TG/DTG do acido folico e do colecalciferol estdao dispostas na Figura 1A e
1B, respectivamente. Ja a as curvas de DSC sao apresentadas na Figura 2A e 2B.

Figura 1. Curvas TG/DTG do A) acido félico e B) vitamina D3.
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Figura 2. Curvas de DSC do A) acido fdlico e B) vitamina D3.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

As curvas TG/DTG do acido folico, conforme ilustrado na Figura 1A, revelaram trés
eventos distintos de degradacao. O primeiro evento ocorreu entre 93 °C e 150 °C, com
uma variagdo de massa (Am) de 91,69%. Em seguida, foram observados dois eventos
sobrepostos, iniciando-se a uma temperatura de 196 °C e estendendo-se até 344 °C,
culminando em 503 °C, com uma perda de massa correspondente a 47,96%.

A curva DSC do acido folico, conforme representada na Figura 2A, revelou a
ocorréncia de dois eventos distintos. O primeiro evento teve lugar entre 175 °C e 184 °C,
com um pico de temperatura (Tpico) a 146,09 °C e uma variacao de entalpia (AH) de -81,15
J/g.Ja o segundo evento foi observado entre 270 °C e 299 °C, com um Tpico de 236,34 °C
e uma AH de -9530 J/g. Notavelmente, esses resultados sdo semelhantes aos dados
relatados anteriormente por [5].

As curvas TG/DTG do colecalciferol, conforme ilustradas na Figura 1B, indicam que
essa substancia é termicamente estavel até atingir 216 °C. Além disso, sdo evidenciados
dois eventos sobrepostos durante uma tinica etapa de decomposigao, que se inicia a 216
°C e se estende até 326 °C, resultando em uma perda de massa (Am) de 91,76%, conforme
observado pela curva DTG. Ao término do experimento, é possivel notar a formacao de
um residuo correspondente a 11,2%.

A curva DSC do colecalciferol, representada na Figura 2B, revelou a presenga de dois
eventos endotérmicos. O primeiro evento, associado a fusao do material, ocorreu na faixa
de 75,8 °C a 89,1 °C, apresentando um pico de temperatura (Tpico) a 84,22 °C e uma variagao
de entalpia (AH) de -33,31 J/g. Ja o segundo evento foi observado entre 210,5 °C e 281,1
°C, com um Tpico de 257,1 °C e uma AH de -273,1 J/g. Resultados similares foram relatados

por [6].

2.2. Espectroscopia De Absor¢io Na Regido Do Infravermelho Médio Com Transformada De
Fourier

O espectro do colecalciferol, demonstrado na Figura 3, exibiu as caracteristicas
distintivas deste componente farmacéutico. Foram identificadas bandas que indicam
estiramentos de O-H livre (3410 cm™?), C-H em anel aromatico (3162 cm), estiramento
C=C aromatico (1491 cm?! e 1485 cm), estiramentos alifaticos (2905 e 2710 cm?) e
estiramento C=C (1690 cm™). E relevante notar que dados semelhantes foram reportados
na literatura [6].
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Figura 3. Espectro FTIR da vitamina D3.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

A andlise espectroscopica do acido folico, conforme ilustrada na Figura 4, revelou
bandas que podem estar associadas a deformagao axial do O-H (3555 cm! e 3416 cm),
uma banda sugestiva da vibragao angular C=O (1689 cm™), a vibragao de N-H (1609 cm-
1), e uma banda relacionada a absor¢ao do anel fenil e da pterina (1485 cm™). Descobertas
semelhantes foram previamente relatadas [5]

Figura 4. Espectro FTIR do acido félico.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

2.3. Avaliacdo da solubilidade em equilibrio pelo método da agitagdo orbital em equilibrio

A avaliagao da solubilidade do acido félico foi conduzida em trés tipos de tampdes:
FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8). Contudo, na corrida cromatografica, notou-
se a degradacdo da vitamina nos tampodes acidos, FGSSE e TA. A quantificagdo dos picos
cromatograficos foi possivel apenas no tampao SESSE (pH 6,8). A degradagao em Tampao
TA (pH 4,5) também foi registrada no estudo [7] onde foi observado que o acido folico em
pH 4,5, torna-se instavel, resultando em degradagao ao longo da corrida cromatografica.

O perfil de solubilidade do &cido félico no pH 6,8 foi determinado, como ilustrado
na Figura 5, utilizando a relagdo entre a concentragado e o tempo. Nesse contexto,
observou-se que o acido félico permaneceu estavel ao longo do experimento, até o tempo
final de 48 horas. Este resultado estd em conformidade com as descobertas publicadas [7],

que demonstraram a estabilidade do acido félico em pH 6,8 durante toda a corrida
cromatografica.
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Figura 5. Avaliacdo da solubilidade do acido fdlico no meio SESSE.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

A solubilidade do acido félico no tampao SESSE foi calculada como sendo 1,07
mg/mL, e o tempo necessario para atingir o equilibrio foi de 9 horas, conforme
apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Perfil de solubilidade do dcido folico em pH 6,8.

Meio Tamponado Solubilidade Tempo para Coeficiente de
Experimental média  atingir equilibrio  Variagao(CV
(ma/mL) %)
N=3
FGSSE (pH 1,2) - -
TA (pH 4.5) - -
FOS (pH 6,8) 1,07 9h < 5%

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

A solubilidade aquosa é dependente de diversas caracteristicas fisico-quimicas como
lipossolubilidade, tamanho de particula, grau de ionizagao e estrutura quimica, além da
habilidade de formar ligagdes de hidrogénio com moléculas de agua [8]. O acido fdlico
pertence a familia dos folatos, uma categoria de vitaminas soliveis em agua, composta
pelo acido pterodico, acido p-aminobenzdico e uma cadeia ligada a uma ou mais moléculas
do acido glutamico. Todavia, os folatos sofrem degradacdo por exposig¢do ao calor,
oxigeénio e luz ultravioleta resultando em subprodutos sem atividade bioldgica [9]. Dessa
forma, a degradagao observada durante o ensaio de quantificacdo pode ser resultante da
baixa estabilidade do farmaco empregado no estudo, demonstrando assim a solubilidade
pH-dependente do acido fdlico.

A solubilidade do colecalciferol foi também avaliada em trés tipos de tampoes:
FGSSE (pH 1,2), TA (pH 45) e SESSE (pH 6,8). Foi possivel identificar o sinal
cromatografico correspondente ao colecalciferol, somente no SESSE. A solubilidade foi
ilustrada na Figura 6, revelando estabilidade ao longo do experimento (48 horas).
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Figura 6. Avaliacdo da solubilidade da vitamina D3 no meio SESSE.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

O valor calculado para a solubilidade foi de 0,00109 mg/mL, e o tempo necessario
para atingir o equilibrio foi de 3 horas, conforme indicado na Tabela 2.

Tabela 2. Perfil de solubilidade da vitamina D3 em pH 6,8.

Meio Tamponado  Solubilidade Experimental Tempo para Coeficiente de
média (mg/mL) N=3 atingir equilibrio Variagao(CV %)

FGSSE (pH 1,2)

TA (pH 4,5)

FOS (pH6.8) 0,00109 3h <5%

Fonte: Dados da Pesquisa, 2023.

O colecalciferol é insoltivel em dgua e apresenta baixa estabilidade em temperaturas
acima de 25°C. O estudo de solubilidade em equilibrio pelo método de agitacao orbital
em frascos, proposto pela ANVISA na RDC N° 749, de 5 de setembro de 2022, emprega
tampdes aquosos e temperatura constante (37°C), o que pode resultar na baixa
estabilidade e solubilidade das amostras nas solu¢des tamponadas empregadas no estudo.
Dessa forma, podemos observar que a solubilidade do colecalciferol é pH-dependente
[10,11].

3. Materiais e Métodos
3.1. Materais

O colecalciferol, foi fornecido da industria Valdequimica, lote 041403, validade
22/03/2025 e o acido fdlico, fornecido da industria Fagron DEG, lote 20D13-B006-0615,
ambas teor ‘puro’, declarado pelo fabricante, foram obtidas por uma farmacia de
manipula¢do no Brasil, localizada no estado da Paraiba.

Os meios tamponados, fluido gastrico simulado sem enzimas (FGSSE), tampao
acetato (TA) e suco entérico simulado sem enzima (SESSE) foram produzidos conforme
descrito na Farmacopeia Americana [12].

Todos os solventes e reagentes analiticos empregados nos ensaios de solubilidade
em equilibrio e dissolug¢ao foram de grau analitico (P.A.).
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Para os ensaios de HPLC foram utilizados o metanol grau HPLC (LiChrosolv®, lote
[1166107137) e acetonitrila grau HPLC (Sigma-Aldrich®, lote SHBG7762V), ambos
provenientes do Brasil, no estado de Sao Paulo. A agua ultra purificada também foi
utilizada, e foi obtida através de um ultra purificador Milli-Q A10 gradiente (Millipore®).

3.2. Termogravimetria (TG/DTG)

A andlise da termogravimétria (TG) e Termogravimetria derivada (DTG) foram

obtidos por meio do equipamento TGA-60 (Shimadzu®), onde foi aquecido em uma razao
de 10 °C.min' com uma temperatura variando entre 30 e 600 °C, sob uma atmosfera
controlada de nitrogénio (100 mL.min"). Para a analise, foi colocado em um suporte de
platina uma massa definida de 5,00 + 0,1 mg da amostra. O padrao utilizado foi oxalato
de calcio com variagao de temperatura de 10 °C.min".
As curvas de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) foram obtidas mediante o
emprego de uma célula calorimétrica, modelo DSC-50, da marca Shimadzu®, a uma razao
de aquecimento de 20 °C.min-1, sob atmosfera dinamica de nitrogénio (50 mL.min"),
intervalo maximo de temperatura de 25°C a 250 °C. Para a realizagao dos ensaios foram
utilizadas massa de amostras de 2,00 + 0,10 mg em cadinhos de aluminio fechado. Para a
calibragao da célula do DSC foi empregado o indio metalico (Ttusio= 156,6 °C; DHtusao= 28,7
J.g) com pureza de 99,99%.

3.3. Espectroscopia de absorgdo na regido do infravermelho médio com transformada de fourier

A analise espectroscopica foi realizada em espectrometro de absor¢ao no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), modelo 400, marca Perkin Elmer®
FTIR-MIR. As amostras foram caracterizadas empregando-se a técnica de reflexao total
atenuada (ATR), no modo transmitancia, com resolucao espectral de 4 cm! e média de 64
varreduras (scans) por espectro. A regido espectral avaliada foi de 4000 a 650 cm. Os
espectros obtidos foram comparados aos disponibilizados na literatura.

3.4. Avaliacdo da solubilidade em equilibrio pelo método da agitagdo orbital em equilibrio

Para determinar a solubilidade do colecalciferol e acido félico foi utilizado o método
da agitagao orbital em frasco (shake flask). A quantidade em excesso de matéria prima
utilizada foi selecionada com base em dados de solubilidade das vitaminas encontrados
na literatura, onde estima-se que a solubilidade do acido félico em meio aquoso é de
0,0016 mg/mL em temperatura de 25 °C [13] e a solubilidade do colecalciferol é de 1,3 x 10
S mg/L, a25°C [14].

Foram empregados os seguintes meios tamponados: Fluido gastrico simulado sem
enzimas - FGSSE (pH 1,2), Tampao Acetato - TA (pH 4,5) e Suco entérico simulado sem
enzimas - SESSE (pH 6,8). O pH foi medido utilizando o medidor de pH Hanna, modelo
HI2221. Foram examinados os valores de pH em cada meio tampao, tanto no inicio quanto
no término do experimento.

Foi utilizada incubadora com movimento orbital para Erlenmeyer de até 125 mL. A
faixa de velocidade do equipamento foi de 150 rpm, utilizando a temperatura de 37 + 1 °C
e o tempo total do experimento foi de 48 horas e empregados 5,0 mg de cada vitamina, e
o volume das aliquotas de 2 mL. As vitaminas foram quantificadas por HPLC-DAD.

3.5. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Na analise cromatografica foi utilizado um HPLC Flexar (PerkinElmer®), equipado
com bomba quaternaria, forno e detector de arranjos de diodos (DAD).

Para a quantificagdao do colecalciferol, foi empregado uma eluicao do tipo isocratica
com duragdo de 15 minutos, com fase moével composta por acetonitrila:agua (99:1 v/v),
com fluxo de 1 mL.min"!, com detecgao a 265 nm. E para a separagao cromatografica foi
utilizada a coluna C18, 2,6 um, 50 mm x 300 mm (Phenomenex®), mantida em
temperatura de 40 °C.
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Para o acido folico, foi empregado uma eluicao do tipo isocratica com duracao de 5
minutos, com fase mdvel composta por metanol:agua (40:60 v/v), com fluxo de 0,5
mL.min", com detecgao a 280 nm. E para a separacao cromatografica foi utilizada a coluna
C18, marca Symmetry® 5 pm, 250 x 4,6 mm, mantida em temperatura de 40 °C.

4. Conclusiao

O método do frasco de agitagao orbital (shake flask) utilizado neste estudo permitiu
avaliar a solubilidade dos insumos farmacéuticos em diferentes pHs. Observou-se que
ambas as vitaminas manifestaram instabilidade nos meios tamponados TA e FGSSE,
tornando-se estaveis apenas no SESSE demonstrando que sao pH-dependentes. Além
disso, as caracterizagdes fisico-quimicas foram conduzidas com sucesso, abrangendo
analises térmicas, como a termogravimetria e calorimetria, e andlises espectroscopicas por
meio de espectroscopia de absor¢ao na regido do infravermelho médio com transformada
de Fourier. Esses resultados sao cruciais para o avan¢o no desenvolvimento de novas
formulagdes, fornecendo informagoes essenciais sobre estabilidade, prazo de validade e
garantindo a seguranga, eficacia e qualidade das formula¢des farmacéuticas.

Conflito de Interesse: Os autores declaram nao haver conflito de interesses.
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