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Resumo 

 

Osorio, Ana Catalina Palacios; Aucélio, Ricardo Queiroz; Cunha, 
Alessandra Licursi Maia Cerqueira da. Métodos analíticos baseados na 
indução fotoquímica de fluorescência: aplicações 
espectrofluorimétricas e cromatográficas para a determinação de 
tetrabenazina, amitriptilina e vareniclina. Rio de Janeiro, 2013. 181p. 
Tese de Doutorado - Departamento de Química, Pontifícia Universidade 
Católica do Rio de Janeiro. 

A derivatização fotoquímica foi utilizada para induzir ou amplificar a 

fluorescência de três substâncias utilizadas como princípios ativos em 

medicamentos: tetrabenazina (TBZ), amitriptilina (AMT) e vareniclina (VRN). 

Com o aumento de fluorescência após o tratamento com radiação UV, métodos 

espectrofluorimétricos foram desenvolvidos para determinar a concentração de 

TBZ, a AMT e a VRN em medicamentos e em matrizes biológicas. A avaliação 

da abordagem por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) com detecção 

por fluorescência tamb´me foi avaliada para a AMT e VRN. Para a determinação 

de TBZ, a irradiação por 60 min em meio de NaOH (0,45 mol L-1) permitiu a sua 

quantificação espectrofluorimétrica com um limite de detecção (LD) de 1,4 x 10-8 

mol L-1 e faixa linear até 1,0 x 10-5 mol L-1.  O método espectrofluorimétrico foi 

aplicado para determinar TBZ no medicamento com recuperações entre 88 e 

95%. A TBZ também foi determinada em saliva fortificada com o analito em 

concentração próxima ao do limite de quantificação (LQ) com recuperações 

maiores que 87%. Estudos usando espectrometria de massas com desorção de 

plasma estimulada por uma fonte de 252Cf  foram realizados para identificar a 

estrutura do fotoderivado, indicando a fotólise da TBZ via reação de Norrish tipo I 

e II.  Para a determinação de AMT, duas abordagens de derivatização 

fotoquímica permitiram determinar a substância por espectrofluorimetria e por 

HPLC. Para o método espectrofluorimétrico, a derivatização foi realizada 

expondo ao UV por 60 min uma solução de AMT, preparada em HCl 0,027 mol L-

1.  A faixa de resposta linear se estendeu até 1,0 x 10-5 mol L-1 de AMT com um 

LD de 4,8 x 10-8 mol L-1. Na abordagem cromatográfica, o processo de 

derivatização da AMT foi ajustado utilizando 30 min de UV em tampão fosfato pH 

3. O método permitiu um LD de 6,9 x 10-9 mol L-1 com faixa linear até 2,5 x 10-6 

mol L-1 de AMT. Os métodos desenvolvidos foram aplicados na determinação de 

AMT em medicamento e em material de referência farmacopéico com 

recuperações entre 94 e 105% para o método fluorimétrico e entre 99 e 111% 
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para a abordagem cromatográfica. A aplicação na determinação da AMT em 

plasma humano fortificado na concentração de 1,0 x 10-6 mol L-1 forneceram 

resultados aceitáveis. Os fotoderivados fluorescentes foram separados e 

identificados por GC-MS, sendo proposto um mecanismo de fotólise da AMT. 

Para a determinação de VRN, a derivatização fotoquímica em meio básico 

permitiu a determinação da substância por espectrofluorimetria, sendo também 

avaliada uma abordagem por HPLC. A derivatização da VRN, realizada expondo 

o analito ao UV por 23 min em solução de NaOH 0,64 mol L-1,  permitiu um LD 

de 1,5 x 10-8 mol L-1 e uma faixa linear até 1,0 x 10-6  mol L-1. As condições de 

fotoderivatização também foram adaptadas para a determinação cromatográfica 

do analito, irradiando-o por 10 min em meio de tampão borato (0,01 mol L-1 pH 

10). A aplicação na determinação da VRN no medicamento com recuperações 

entre 93 e 102% foi alcançada. Para todos os métodos desenvolvidos foi 

realizada uma análise metrológica simplificada contemplando as fontes de 

incerteza mais relevantes para o processo de medição dos analitos: o preparo de 

soluções; a repetibilidade; a precisão intermediária e a curva analítica. As 

incertezas de medição para cada um dos métodos propostos foram estimadas 

em três concentrações distintas, no início, no meio e no fim da faixa linear. Os 

resultados obtidos foram entre 5,8 e 36% de incerteza do valor nominal das 

concentrações próximas ao LQ e entre 3,1 e 16% para as concentrações dentro 

na faixa linear dos métodos. Em todos os métodos desenvolvidos foram 

utilizados procedimentos de derivatização seguros, energeticamente eficientes e 

com redução de uso de solventes e substâncias tóxicas, em concordância com 

os princípios da química verde. 

 

Palavras-chave 

Fluorescência fotoinduzida; derivatização fotoquímica; espectrofluorimetria, 

cromatografia líquida; tetrabenazina; vareniclina; amitriptilina; incerteza de 

medição; química analítica verde. 
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Abstract 

  

Osorio, Ana Catalina Palacios; Aucélio, Ricardo Queiroz (Advisor); Cunha 
Alessandra Licursi Maia Cerqueira da (Co-advisor). Analytical methods 
based on photochemically induced fluorescence: spectrofluorimetric 
and chromatographic applications for the determination of 
tetrabenazine, amitriptyline and varenicline.  Rio de Janeiro, 2013. 
181p. DSc. Thesis - Departamento de Química, Pontifícia Universidade 
Católica do Rio de Janeiro. 

Photochemical derivatization was employed to induce or amplify the 

fluorescence from three substances with pharmacological activities: 

tetrabenazine (TBZ); amitriptyline (AMT) and varenicline (VRN). The substantial 

fluorescence enhancement after UV irradiation allowed the development of 

methods based on spectrofluorimetry for TBZ, AMT and VRN. The approach was 

also evaluated in high performance liquid chromatography (HPLC) with 

fluorimetric detection for the determination of the concentration AMT and VRN in 

drugs or in biological matrices. For the determination of TBZ, 60 min of UV 

irradiation of the analyte prepared in NaOH (0.45 mol L-1) allowed its indirect 

quantification using spectrofluorimetry, with a limit of detection (LOD) of 1.4 x 10-8 

mol L-1 and a linear response up to 1.0 x 10-5 mol L-1. Pre-concentration using 

solid phase extraction improved the LOD in one order of magnitude. The 

spectrofluorimetric method was applied for the determination of TBZ in a 

commercial drug, with recoveries between 88 and 95%. TBZ was also 

determined in analyte fortified saliva at a concentration near the limit of 

quantitation (LOQ) with recoveries greater than 87%. Studies using plasma 

desorption mass spectrometry with a 252Cf source, indicated that the 

photoderivatives of TBZ were obtained through a Norrish Type I and II TBZ 

photolysis. For the determination of AMT, two photochemical derivatization 

approaches allowed the determination of the substance by spectrofluorimetry. 

The approach using HPLC coupled to fluorescence detection was also tested. 

For the spectrofluorimetric method, the derivatization was achieved after 60 min 

of UV exposure of a solution of AMT prepared in HCl 0.027 mol L-1. The linear 

response of the method was up to 1.0 x 10-5 mol L-1 of AMT, with a LOD of 4.8 x 

10-8 mol L-1. For the chromatographic method, the derivatization process was 

adjusted (30 min of UV irradiation in phosphate buffer, pH 3) in order to adapt the 

reaction for HPLC. The method allowed an LOD of 6.0 x10-9 mol L-1 with a linear 

range up to 2.5 x 10-6 mol L-1 of AMT. The determination of AMT in drugs and in a 
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pharmacopeial reference material was performed, with recoveries between 94 

and 105% for the fluorimetric method and between 99 and 111% using HPLC. 

The analysis of human plasma was also made using AMT (1.0 x 10-6 mol L-1) 

fortified samples. The fluorescent photoderivatives were separated and identified 

by GC-MS, which allowed the proposal of a photolysis mechanism of  AMT. For 

the determination of VRN, the photochemical derivatization in basic medium 

allowed the determination of the substance by spectrofluorimetry. The 

derivatization of VRN, performed by exposing the analyte to the UV during 23 

minutes in NaOH 0.64 mol L-1, allowed a LOD of 1.5 x10-8 mol L-1 and a linear 

range extending up to 1.0 x10-6 mol L-1. The derivatization condition were  also 

adapted for the determination of the analyte using HPLC with fluorimetric 

detection, by irradiating VRN for 10 min in borate buffer (0.01 mol L-1 pH 10). 

Both methods were applied for the determination of VRN in a commercial drug, 

with recoveries between 93 and 102%.  For all the developed methods, a 

simplified metrological evaluation was performed, considering the most relevant 

sources of uncertainty during the measurement process of the analytes studied in 

this thesis: solution preparation, intra and inter-day precision and the analytical 

curve. The uncertainty sources for each of the proposed methods were estimated 

in three different concentrations within the linear range. Measurement uncertainty 

estimations were between 5.8 and 36% of the nominal concentration in the 

concentrations near the LOQ and between 3.1 and 16% in the concentrations 

within the linear range of the methods. Safer, energetically efficient procedures 

with solvent reduction and without the use of toxic reagents were proposed, in 

agreement to green chemistry principles.   

  

Keywords 

Photoinduced fluorescence; photochemical derivatization; 

spectrofluorimetry; liquid chromatography; tetrabenazine; varenicline; 

amitriptyline; measurement uncertainty; green analytical chemistry. 
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