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Resultados: Desenvolvimento de método
espectrofluorimétrico para determinacao de tetrabenazina

4.1.
Estudos preliminares

A TBZ é uma substancia levemente sollvel em agua, porém, solivel em
metanol, razdo pela qual a solucdo estoque do padrdo ou da amostra de
medicamento foi preparada em metanol (100% v/v) e diluida subsequentemente
com agua para a realizagcao dos estudos em solugdo. Na estrutura da molécula
TBZ, um anel aromatico € o principal grupo cromoéforo responsavel pela
absorcao de luz. Isso é facilmente verificado pelo perfil de absor¢cao da TBZ cujo
maximo ocorre em 283 nm (regido caracteristica das bandas E, e B do benzeno)
como indicado na Figura 13. A absortividade molar da molécula, encontrado
ap6s medicdes de absorvancia (em 283 nm) de solucdes de TBZ (entre 1,0 x10°

e 1,0 x10°® mol L) em 99:1 v/v agua/ metanol?, foi de 5,0 x10* cm™ L mol™.
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Figura 13 - Espectro de absorcdo molecular da TBZ (1,0 x10™ mol L™, em 99:1 v/v agua/
metanol)

2! Utilizando a lei de Beer (A = ebc) foi encontrada a equagdo A = 5033¢Chb + 0,0043; onde
A é a absorvancia da TBZ., C é a concentracdo de TBZ (mol L™) e b é o caminho 6ptico da cubeta
utilizada para as medi¢des (1 cm).
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O anel aromético da TBZ faz parte de um sistema de anéis que lhe da uma
relativa rigidez. No entanto, os dois grupos metoxi ligados ao anel benzénico e
grupo isobutil ligado ao anel que estd ligado ao grupo cetona contribuem
significantemente para a reducdo da eficiéncia quantica fluorescente da TBZ, j&
gue introduzem grande liberdade vibracional que contribui com o aumento da
eficiéncia do relaxamento ndo-radiativo de energia. Como consequéncia, a TBZ
apresenta fluorescéncia natural de intensidade baixa quando em solucdo aquosa
(na concentracéio de 1,0 x 10°® mol L) como mostrado na Figura 14 e que indica
trés bandas de excitagdo (205, 225 e 282 nm) refletindo as trés bandas de
absorcao caracteristicas do benzeno. A banda de emissao, com méaximo em 323

nm, do espectro foi medida em funcéo da excitacdo em 225 nm.
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Figura 14 - Espectro de fluorescéncia da TBZ (1,0 x10° mol L'!; 99:1 viv agua/ metanol)
indicando as bandas de excitacdo e de emissao.

Como j& discutido, a exposicdo de moléculas orgénicas ao UV pode
provocar reacdes fotoquimicas que resultam em produtos com maior eficiéncia
guantica fluorescente devido a quebra ou ciclizacdo de grupos de cadeias
normais ou ainda em funcdo da formacdo de ligacdes insaturadas, em
decorréncia, por exemplo, da desidratacdo da molécula. Por outro lado, o uso de
radiacdo UV também pode provocar a diminuicdo do sinal de fundo, por
exemplo, pela degradacgdo das impurezas do sistema de solventes utilizados na
preparagdo das solugbes, deste modo, contribuindo para a melhoria da razéo
sinal-ruido. Vale salientar que mesmo trabalhando com solventes de grau

analitco ou de pureza adequada para estudos espectroscOpicos ou
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cromatogréficos, muitas vezes um sinal residual é encontrado em muitos lotes de

solventes.

Com o intuito de aumentar a fluorescéncia da TBZ, as solu¢bes do analito,
preparadas em solu¢cbes com diferentes valores de pH (uma réplica) foram
expostas ao UV, no reator fotoquimico |, para que sua fluorescéncia fosse
comparada com aquela medida antes da irradiagdo. A presenca de peréxido de
hidrogénio (como possivel catalisador de rea¢do ou para promover reacdes de
foto-oxidacao) também foi testada. Solu¢des de TBZ, na concentracéo de 1,0 x
10 mol L, foram preparadas diluindo a solucéo estoque do analito (preparada
em metanol) em (i) HCI 0,1 mol L; (i) NaOH 0,1 mol L%; (iii) 4gua ultrapura e
(iv) H,O, 1% (em volume). A fluorescéncia foi medida antes e apés 30 min de

exposi¢do ao UV usando o reator fotoquimico (I). Como pode ser observado na

Tabela 3, antes da exposicdo ao UV, as solugbes de TBZ preparadas em
HCI 0,1 mol L™ e em peréxido de hidrogénio 1% v/v apresentam comprimentos
de onda de emisséo e de excitacdo similares aos caracteristicos da substancia
em &gua (225/323 nm). Ja na solucéo preparada em NaOH 0,1 mol L™ ocorreu
um deslocamento batocrémico no comprimento de onda maximo de emissao

(340 nm) em relacéo ao observado em agua mesmo antes da exposigéo a luz.

Tabela 3 - Fluorescénca das solucdes de TBZ (1,0 x 10 mol L"l) antes e apds exposicao
ao UV (30 min)

Meio Aexc/Aem (NM), sSeM UV Aexclhem (NM), apds UV | final / | inicial
HCI 0,1 mol L™ 225/ 323 225/ 323 0,37
Agua/ metanol (99:1 v/v) 225/ 323 225/ 323 1,56
Agua/ H,0;, 1% 225/ 323 225/ 323 0,75
NaOH 0,1 mol L™ 225/ 340 230/ 354 4,77

Onde [ final/ | inicial corresponde a razéo entre a intensidade fluorescente obtida ap6s a irradiagdo
no meio especificado (I fina) @ intensidade inicial da TBZ em meio aquoso sem tratamento
fotoquimico (I iniciat)-

Apos irradiacdo dessas solu¢des por 30 min foi observada, para todas as
condi¢bes testadas, uma mudanca na intensidade da fluorescéncia das solugfes
em relacdo ao observado antes da exposicdo ao UV, conforme indicado nas

razoes | fina/l inicias da

Tabela 3. O valor de | fna /l iniciar € @ razéo entre o sinal medido apos o
tratamento fotoquimico nos diferentes meios de reacao (I sna) € 0 sinal inicial da
TBZ quando em 99:1 v/v agua/ metanol antes do tratamento fotoquimico (I inicia)-

Apesar de haver um leve aumento do sinal em agua apés exposi¢cao ao UV, um
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aumento de sinal muito mais relevante no meio aquoso contendo NaOH foi
observado (I fina /I inicia = 4,77). Nessa condi¢cdo, também foi observado um
deslocamento batocrémico de 5 e 31 nm respectivamente NO gy € NO Aem, iStO €,
a fluorescéncia caracteristica do(s) fotoderivado(s) produzido(s) foi 230/354 nm.
A presenca de peroxido de hidrogénio e de HCI teve efeito de supressdo da
fluorescéncia em relagdo ao medido da solucdo aquosa original da TBZ (I fina /I
nicial < 1), n8o se observando modificacdo nos comprimentos de onda antes e
apos tratamento com UV. O aumento da fluorescéncia obtido em meio béasico
apos exposicdo ao UV direcionou o estudo para a otimizacdo de condi¢bes do
procedimento de derivatizacdo fotoquimica. Nesse contexto, as duas variaveis
estudadas foram o tempo de exposicdo ao UV e a concentracdo de NaOH na
solucdo de TBZ. No entanto, antes de dar prosseguimento na otimizagdo, uma
avaliacdo da estabilidade do sinal obtido do(s) fotoproduto(s) da TBZ em meio
bésico foi realizada. Para tal, o sinal da solucdo de TBZ, preparada em NaOH
0,1 mol L*, foi monitorado a cada 5 min, num periodo total de 2 h, ap6s a
solucéo ter sido exposta por 30 min ao UV e deixada por 5 min no escuro para
resfriar. Durante o periodo do estudo nao foram observadas mudancas
significativas na intensidade da fluorescéncia, pois houve apenas a variagdo
aleatoria do sinal com desvio padrdo relativo (DPR) menor que 5% (variacdo
atribuida aos desvios instrumentais do espectrofluorimetro). Da mesma forma,
ndo foram observadas mudancas nos valores de A € de Aey Caracteristicos
do(s) fotoderivado(s). Devido a estabilidade do sinal obtido em meio basico,
durante um periodo considerado satisfatorio para a realizacdo das andlises por
espectrofluorimetria, seguiu-se com a otimizagdo das condi¢cdes experimentais

para a derivatizacao fotoquimica da TBZ.

4.2.
Otimizacédo de parametros experimentais da derivatizacao
fotoquimica

Para estudar o comportamento da fluorescéncia medida de solucdes de
TBZ em funcdo de diferentes concentragbes de NaOH e usando diferentes
tempos de irradiacdo com UV, realizaram-se inicialmente estudos do tipo
univariado com solucées de TBZ com concentracdes fixas em 1,0 x 107 mol L™.
Solugbes de TBZ (em triplicata) preparadas em NaOH 1 mol L™ foram irradiadas
entre 0 e 90 min no reator fotoquimico (I). Ensaios do branco também foram

realizados. Os resultados indicados na Figura 15 mostram o valor de
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fluorescéncia liquida da TBZ nas diferentes condicdes, ou seja, a diferenca entre
a intensidade medida da solucdo com o analito (Ir) e a intensidade medida a
partir dos ensaios de branco (Ig). Pode-se observar um ganho de sinal
significativo a partir de 20 min de irradiacdo, enquanto que, apés 60 min de
exposi¢cdo ao UV ocorre uma pequena queda na intensidade do sinal e posterior
estabilizacdo da fluorescéncia medida, o que indica, juntamente com o0s
resultados do estudo preliminar de estabilidade do sinal (Secéo 4.2), o final da
reacdo fotoquimica. Adicionalmente, o sinal estavel obtido entre 60 e 90 min
indicou que tempos mais longos de exposicdo ao UV ndo acarretam em
fotodegradacgéo do(s) fotoproduto(s) finais do processo.
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Figura 15 - Efeito do tempo de irradiacdo sobre a fluorescéncia de solu¢bes de TBZ (1,0
x10”" mol L''; NaOH 0,1 mol L™) .

Um segundo estudo univariado foi realizado com o tempo de irradiacao fixo
em 50 min de modo a se verificar o efeito da variacdo do sinal medido das
solugdes de TBZ (1,0 x 107 mol L") em funcéo da variacdo da concentracéo de
NaOH (faixa entre 0,0 e 1,0 mol L™"). O estudo foi realizado em triplicata e com
0s respectivos ensaios de branco. Como pode ser observado na Figura 16, um
aumento de sinal de mais de duas vezes foi observado para as solu¢des de TBZ
preparadas em solucdes de NaOH de concentracao final entre 0,25 e 0,75 mol
L™, Esse gréfico indicou uma excelente robustez para esse parametro e uma

gqueda relevante de fluorescéncia para solu¢cdes mais concentradas.
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Figura 16 - Efeito da concentracdo de NaOH sobre a fluorescéncia de solu¢des de TBZ
(1,0 x10”" mol L") irradiadas por 50 min

Embora os estudos univariados permitam conhecer o comportamento do
sistema, na maioria das vezes, eles ndo sdo suficientes para obter a condi¢cdo
Otima final das varidveis experimentais, que neste caso sdo o tempo de
irradiacéo e a concentracao de NaOH, ja que ndo permitem avaliar a existéncia
de possiveis interacdes entre essas duas variaveis. Sem o conhecimento da
relevancia das interacdes, uma falsa condicdo Otima pode ser alcangcada ao
invés da condicdo Otima efetiva. Dessa forma, realizou-se um estudo
multivariado preliminar do tipo composto central para verificar a regido de maior
aumento de fluorescéncia da TBZ apos fotoderivagdo. Os pontos experimentais
para o planejamento foram escolhidos utilizando a faixa de concentracdo de
NaOH e tempo de UV onde foi observado maior aumento da fluorescéncia da
TBZ nos experimentos univariados, conforme indicado no Anexo C. A partir
destes resultados de experimentos multivariados, especificamente apds analisar
o diagrama de contorno, foi observado um maior aumento de fluorescéncia na
faixa de concentracdo de 0,3 a 0,6 mol L* de NaOH e na faixa de tempo de
exposi¢cao ao UV de 50 a 70 min. Utilizando estes novos intervalos de tempo e
concentracdo de NaOH, foi realizado o CCD final para a otimizacao das variaveis

de fotoderivacgéao, utilizando os valores para cada variavel descritos na Tabela 4.

Tabela 4 - Pontos experimentais do CCD para a optimizacdo das variaveis de
derivatizacao fotoquimica (concentracdo de NaOH e tempo de UV) da TBZ

Parametro / Valores codificados -V2 -1 0 +1  +V2

Concentracdo de NaOH (mol L'l) 0,31 0,35 045 0,50 0,59
Tempo de UV (min) 46 50 60 70 74
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Os valores escolhidos em cada combinacao de variaveis para a realizacdo
do planejamento sdo mostrados em fungdo dos valores codificados do
planejamento. O experimento em triplicata foi realizado no ponto central do
planejamento com apenas uma réplica nos demais pontos e as medi¢cdes de
sinal foram feitas em 230/354 nm. A escolha da ordem das solugdes a serem
analisadas foi feita de modo aleat6rio. Os resultados do experimento podem ser
visualizados na Tabela 5. A partir dos resultados de intensidade de fluorescéncia
obtidos, foram avaliados os efeitos relativos de cada um dos fatores e a
relevancia das interagdes entre os dois fatores mediante a utilizagdo do Software
Statistica (Verséo 6,0; Statsoft) como indicado na Tabela 6.

Tabela 5 - Resultados do CCD realizado para otimizar as variaveis experimentais (tempo
de UV e concentragdo de NaOH) para a derivatizacdo fotoquimica da TBZ

Concentracéo de Tempo de UV, Intensidade (u.a.)
NaOH, C, (mol L™) t (min)

1 0,35 50 62,53

2 0,35 70 62,78

3 0,55 50 62,77

4 0,55 70 65,01

5 0,45 46 59,8

6 0,45 74 70,45

7 0,31 60 68,56

8 0,59 60 69,75

9-11 0,45 60 77,17, 76,57, 75,32,

Ordem dos experimentos: 11, 10,7, 1,6, 9, 3,4, 8,2,5

O grafico de Pareto (Figura 17a) apontou grande influéncia dos fatores
quadraticos tanto da concentracdo de NaOH (C?) quanto do tempo de exposicéo
ao UV (t%) na resposta. Esse efeito é refletido nas curvaturas do gréafico de
superficie (Figura 17b) estimado pelo software com base nos resultados
experimentais. N&o foi observada relevancia da interagdo entre os fatores
considerando as faixas de concentracdo de NaOH e tempo de reacédo
estudadas. O Gréfico de Pareto mostra também um efeito linear relevante da

varavel tempo de irradiacao (t).
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Figura 17 - a) Grafico de Pareto e b) superficie de resposta dos resultados do CCD para
otimizacdo das variaveis de fotoderivagéo da TBZ, onde | é intensidade, t € tempo de UV
e C é concentracdo de NaOH.

O modelo matematico que explica o formato da superficie de resposta &
descrito na Equacgdo 19. A resolucdo da equacao, pela obtencédo das derivadas
parciais de cada variavel, apontou as condi¢des 6timas para fotoderivatizacéo
gue foram 60 min de irradiagdo com UV de solugéo de TBZ preparada em NaOH
de 0,45 mol L™.

1=10C—-92C?+ 4,3t —13t2+ 0,99 Ct; R> = 0,86 (19)

Onde | é a intensidade do sinal; C é a concentracdo de NaOH e t é o tempo de reacgdo. Vale
salientar a andlise de variancia dos dados (Tabela 6) indicaram que ndo houve falta de ajuste
significativo do modelo (Fcaiculado < F tabelado), COM isso, a Equacdo 19 explica até 99,53% da

variancia do modelo.

Apos a otimizacao dos parametros experimentais o ganho de sinal obtido
apo6s fotoderivatizagdo quimica foi de trés vezes, como pode ser observado na
Figura 18a que mostra o aumento de fluorescéncia medida de uma solugéo de
TBZ (na concentracdo de 1,0 x 107 mol L") antes e ap6s fotoderivatizac&o
quimica. E importante salientar que houve uma diminuicdo do sinal de branco
(Figura 18b) da ordem duas vezes o que contribuiu para melhorar a capacidade

de deteccéo do analito.
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Tabela 6 - Analise de variancia dos resultados de otimizacédo, pelo planejamento CCD,
das variaveis experimentais para a otimizacéo da derivatizacao fotoquimica da TBZ.

Fator SQ Gl MQ F P

C 2156 1 2,156 2,42 0,2601
c? 1184 1 119,48 1328 0,007441
T 3728 1 37,27 41,84 0,023075
t? 241.8 1 241.,8 271,43 0,003664
Cxt 0,9900 1 0,9900 1,111 0,4023
Falta de ajuste 49,65 3 16,54 18,57 0,05151
Erro puro 1,782 2

SQ Total 377,2 10

% de variacao explicada 86,77%

% maximo de variacdo explicavel* 99,53%

SQ = soma quadrética, gl = graus de liberdade; MQ = media quadratica . *% max = (SQrotal — SQerro
pum)/ SQ total.
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Figura 18 - Espectros de emisséo e excitagdo: a) TBZ (1,0 x 10" mol L'l) e fotoderivado
e b) brancos antes e ap6s a fotoderivatizagao

Assim, todos 0s experimentos realizados a partir desse ponto do trabalho
visando a determinacdo da TBZ foram realizados com a s condi¢des indicadas

na Tabela 7.

Tabela 7 - Resumo das condi¢Bes experimentais para derivatizacéo indireta da apds
derivatizacao fotoquimica

Parametro Condig¢ao otimizada
Meio de reacdo NaOH 0,45 mol L™
Tempo de irradiagao UV 60 min
Aexc/hem 230/ 354 nm
Velocidade de varredura 1500 nm min™

Bandas espectrais de passagem 15/ 15 nm
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4.3.
Estabilidade do fotoderivado e mecanismo de fotoderivatizacao

Para verificar a estabilidade do(s) fotoderivado(s) obtidos nas condi¢des
otimizadas, a fluorescéncia de uma solucdo de TBZ (1,0 x 10°® mol L) foi
monitorada apdés a derivatizacdo fotoquimica. Para tal, as medi¢cbes de
fluorescéncia foram feitas em intervalos de 5 min, ao longo de 2 h, mantendo a
solucdo no compartimento de amostra do espectrofluorimetro, protegido da luz e
na temperatura ambiente. Entre cada uma das medi¢Oes a radiacdo de excitacdo
era interrompida de modo a n&do expor a solu¢do continuamente a radiagdo UV

de excitagao.

Conforme mostrado na Figura 19, ndo houve mudancas significativas na
intensidade do sinal medido em 230/354 nm, como mostra a variacao aleatéria

de intensidade entre medi¢cdes com valores de DPR em torno de 2%.
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Figura 19 - Fluorescéncia da TBZ (1,0 x 10® mol L") medida sob irradiacdo descontinua
em intervalos de 5 min apés derivatizacéo fotoquimica (NaOH 0,45 mol L™, 60 min UV)

Experimentos também foram realizados para avaliar os efeitos da
exposicao da solucdo de TBZ ao UV, em condi¢cbes de excitacdo continua
utilizando a lampada de xendnio do espectrofluorimetro®®. Para tal, duas
solugcBes foram usadas, a primeira foi uma solugcdo de TBZ submetida ao
processo de fotoderivatizacdo, e a segunda, usada para efeito de comparacéo,

foi uma solucdo de TBZ preparada em agua (< 1% metanol) e sem prévia

?2 No caso do Diclofenaco (Arancibia et al., 2000 e 1999), o sinal do analito
estabiliza ap6s um tempo de irradiagdo, em um processo reversivel. Assim, se faz
necessario avaliar se as medi¢gbes de fluorescéncia podem ser feitas no tempo 0, ou
ap6s um tempo de estabilizagao sob irradiagao continua.
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exposicdo ao UV. Apds a colocagcdo no compartimento de amostra, ambas as
solugdes foram excitadas continuamente (em 225 nm para a solucdo de TBZ em
adgua e em 230 nm para a solucao submetida previamente a fotoderivatizacdo) e

tiveram suas fluorescéncias medidas ao longo dos 30 min do experimento.

600 { @

400

Intensidade (u.a.)

et

200 { b)
0 10 20 30
Tempo sob irradiagao continua (min)

Figura 20 - Fluorescéncia medida sob excitacéo continua (30 min) de: a) fotoderivado
(TBZ 1,0 x10° mol L™; NaOH 0,45 mol L™; 60 min UV) e b) TBZ (1,0 x10°® mol L™; 99:1
v/v dgua/ metanol)

Como pode ser observado na Figura 20, a intensidade da fluorescéncia
(230/354 nm) da solucdo previamente irradiada com UV permanece constante
ao longo dos 30 min de irradiacdo continua. Esse resultado confirma a
estabilidade do(s) fotoprodutos(s) obtidos no processo de fotoderivatizacdo. Em
contraste, a intensidade da fluorescéncia da solugédo de TBZ (225/323 nm) sofre
uma alteracdo apds 6 min de exposicdo ao UV no compartimento de amostra
resultado que mostra a relativa instabilidade da TBZ sob irradiacdo da fonte de
xenbnio. Isso que pode afetar a precisdo dos resultados caso se faca a

determinag&o analitica direta utilizando a fluorescéncia natural desse analito.

Baseado nos resultados experimentais e nas informacdes presentes na
literatura pdde-se propor um mecanismo para a fotoderivatizagdo da TBZ. Como
mencionado no inicio do capotulo, o aumento da fluorescéncia apos
derivatizacéo pode ser decorrente do aumento da rigidez da estrutura molecular
pela quebra das cadeias carbdnicas normais da estrutura. Adicionalmente, a
mudanca pequena na banda de excitacdo indica que a estrutura responsavel

pela absorcdo de luz (o anel benzénico) é preservado.

A grande estabilidade do(s) fotoproduto(s) formado(s) apos a derivatizacéao
guimica nas condi¢cdes otimizadas e a instabilidade da TBZ sob constante

irradiagédo possibilitaram inferir a ocorréncia de uma reacgdo intramolecular de
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fotdlise da TBZ. A ligacdo mais labil da molécula no meio de reacéo é a ligagdo —
C—C- do carbono da cadeia isobutil na posicdo o com respeito ao grupo
carbonila. As cetonas ciclicas usualmente sofrem esse tipo de quebra de ligacao,
conforme o mecanismo de reag¢do de Norrish Tipo I, porém, as cetonas ciclicas,
nas quais existe um hidrogénio ligado a um carbono e ao grupo carbonila de
uma cadeia alifatica (que € o caso dos hidrogénios existentes no grupo isobutil
encontrado na TBZ), podem sofrer uma reacgédo de fotélise segundo o mecanismo
de Norrish Tipo Il (Yates, 1968; Encinas et al., 1980). No caso da TBZ, essas
reacdes tipicas do grupo carbonila — por ambos 0s mecanismos da reacdo de
Norrish — podem levar a diversos produtos de reacdo, embora nem todos sejam

fluorescentes.

O esquema de reacdo proposto para a formacdo de produtos mais
fluorescentes, a partir da TBZ é mostrado na Figura 21. Numa primeira etapa, a
eliminacé@o do grupo isobutil na molécula da TBZ é favorecida mediante a reacéo
de Norrish Tipo Il. Esta eliminagdo contribui grandemente com o aumento da
fluorescéncia por causa da perda da maior cadeia normal substituinte na
molécula. O resultado dessa quebra é o produto de 261 Da (Figura 21). Na
segunda etapa da derivatizacdo fotoquimica pode ser causada por uma reacao
de Norrish Tipo | no fotoderivado de 261 Da. Essa etapa resulta na perda do
grupo carbonila, com a formac¢do de um produto com 233 Da, que possui uma
estrutura bastante rigida.

HyC CHy HsC._ . CHg it
OH C
l. CH
CH, _ o ¢ [° H,C CHy4
| UV, OH | 3 o
o o —_— N
-
: N H4C + CHy
Hie Reacéo de o
o Norrish Tipo |l Hsc\0 261Da 56 Da
317 Da
o ||
‘|3H3 Uy, OH j
N
© N Reagao de
Norrish Tipo |
H,C
o 233Da

261Da

Figura 21 - Esquema de reac¢do proposto para a fotoderivatizacdo da TBZ

Na tentativa de identificagdo dos produtos propostos no mecanismo da

Figura 21, solugbes de TBZ e do fotoderivado foram preparadas utilizando
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derivatizacdo fotoquimica em condi¢cdes adaptadas (ver Capitulo 3) de modo a
se utlizar a Espectrometria de Massas por Desorcdo utilizando fonte de
califérnio em um espectrémetro do tipo tempo-de-voo. (**’Cf-TOF-PDMS).

Como pode ser observado no espectro de massas da TBZ (Figura 22a)
existe um pico molecular caracteristico em 318 (317 + 1H m/z), e um ion em 284
m/z. Por outro lado, na solucdo do fotoderivado (Figura 22b), este pico de
degradacéo nao foi detectado e, mesmo com a baixa definicdo do espectro de
massas obtido (contagens muito baixas) devido a limitagdo da técnica para
determinag&o de moléculas de massa molar baixa, identificaram-se tanto o pico
molecular da TBZ (318 Da), como dois novos picos em 233 e 261 Da, que
correspondem a massa molar das moléculas produzidas apés a derivatizacao

fotoquimica da TBZ, conforme sugerido no mecanismo de reagéo da Figura 21.

(a) 20 318

284

Contagens

(b)

233

261

Contagens

i m ' w
w il lh ”” i ” ' w‘“ “J I N" ul TLJ |

200

0

m/z

Figura 22 - Espectro de massas de: a) TBZ (1,0 x 10 mol L™ ; 100% metanol) e b)
fotoderivado (TBZ 1,0 x 10 mol L™ ; 20:80 Metanol/ Ca(OH)ssx ; 60 min UV)
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4.4,
Parametros analiticos de mérito

Dado que a fluorescéncia do fotoproduto é estdvel e diretamente
proporcional a concentracdo de TBZ, estudou-se a relacdo entre o sinal obtido
apo6s fotoderivatizagdo quimica em fungéo da concentracdo original de TBZ nas
solugdes. A relacao foi avaliada na faixa entre 5,0 x 10® e 1,0 x 10™ mol L™ de
concentragao original de TBZ usando triplicata para cada ponto, conforme
mostrado na Figura 23.

1600

e
X
=}
=}
]

Sinal liquido (u.a.)

6000

S

0
5,0x10™ 5.0x10° 1,0x10™

Concentragio de TBZ (mol L)

Figura 23 - Relacdo entre a concentracéo original de TBZ e a fluorescéncia (230/354 nm)
medida apds derivatizagao fotoquimica (NaOH 0,45 mol L™ e 60 min UV).

Como pode ser observado, ha um desvio da linearidade do sinal em
concentragdes de TBZ maiores que 1,0 x 10° mol L™, que pode ser decorrente
de desvios da lei de Beer ou de efeito de filtro interno comum em solugfes de
concentracdes elevadas. Portanto, a faixa de trabalho do método foi determinada
para concentracdes de até 1,0 x 10° mol L™ de TBZ. Ressalta-se que as
solugbes de concentracdo maiores que 1,0 x 10° mol L™ tiveram que ser
medidas utilizando filtros de emissdo, pois apds a reacdo fotoquimica a
fluorescéncia dessas solu¢des ultrapassou a escala do equipamento, de 1000

u.a.

ApOGs a andlise de regressao dos dados da curva analitica (Figura 24), a
equacdo da curva correspondente foi Y = 7,5 x 10® (+ 6,9 x10%)X — 18 (+ 32),

onde Y é a intensidade da fluorescéncia da TBZ, expressa em unidades
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arbitrarias, e X é a concentragéo da TBZ, expressada em mol L™. O coeficiente
de determinacéo (R?) da curva analitica foi de 0,997. O gréfico de residuos da
curva analitica ndo apontou nenhuma tendéncia e indica também que ha uma
correspondéncia entre o modelo linear proposto que relaciona a concentracdo de
TBZ e o sinal analitico (comportamento homocedastico). Uma analise de
regressdo mais especifica mostrada no Anexo D1, também apontou para um
comportamento ndo tendencioso dos residuos e indicou que os dados

pertencem a uma distribuicdo normal®.

a) 8000 - P) 600 -
+ Intensidade -
Intensidade prevista *
6000 - —_ * +
- : ©
@ hd =] +
2 Tl; s * + * hd
@ 4000 - B 0 + — o
E ¢ < 5,0 x10° 1,0x10°
o n
2 2
] c
E 2000 - ' £
L ]
0 T ‘ |
4 , -600 *
5,0 x10° 5,0x10" 1,0x10°

Concentragio de TBZ (mol L") Concentragio de TBZ (mol L")

Figura 24 - Gréficos evidenciando: a) faixa linear da curva analitica obtido da medicao de
fluorescéncia (230/354 nm) da TBZ (entre 5 x 10 e 1 x 10°° mol L™) ap6s derivatizacéo
fotoquimica (NaOH 0,45 mol L™ e 60 min UV) e b) respectivo grafico de residuos.

Para determinar o limite de detecgéo (LD) e o limite de quantificagéo (LQ)
do método espectrofluorimétrico foi utilizado o critério de 3sy/m e 10s,/m,
respectivamente, onde s, corresponde ao desvio padrdo de 10 medicdes da
intensidade do ensaio em branco (s, = 3,39 e média = 18,06), e m corresponde a
sensibilidade da curva analitica (7,5 x10° u.a. L mol?). Os célculos destes
parametros apontaram para um valor de 1,4 x 10®mol L™ para o LD, e 4,7 x 10°®

mol L™ para o LQ.

A repetibilidade do método foi determinada mediante o coeficiente de
variacdo obtido para as medicbes de solugbes do padrédo de TBZ (n = 8),
preparadas no mesmo dia em trés diferentes concentragbes dentro da faixa

linear do método. A precisdo intermediéria foi avaliada pela comparacédo da

2 Ppelo teste de Jarque-Bera, descrito no Anexo C, que serve para testar se uma

distribuicdo é normal (Valor critico < 9,2 a 90% de confianca).
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diferenca entre as variancias (Teste F) obtidas a partir da medicdo das mesmas
solucdes apdés 72 h (mantidas sob refrigeracdo e protegidas da luz), o que
também permitiu avaliar a estabilidade do fotoderivado apds a sua preparacéo.
Os valores do teste F (Feico w707 95% = 3,79) para as trés concentragdes testadas,
5,0 x 10%; 5,0 x 10° e 1,0 x10®° mol L™ foram, respectivamente 0,94; 0,80 e 1,1,
indicando que em nenhuma das concentracfes testadas houve diferenca
relevante entre os resultados obtidos em dias diferentes de andlise para um nivel
de 95% de confianca. Os resultados para ambos os parametros encontram-se
descritos na Tabela 8. No caso da repetibilidade, o coeficiente de variagéo entre
as medi¢les feitas no mesmo dia, na concentragdo proxima ao LQ, variou em
torno de 8%, enquanto que nas demais concentracdes testadas, esse valor foi

menor que 6%.

Tabela 8 - Repetibilidade e precisao intermediaria do método espectrofluorimétrico para
determinacéo indireta da TBZ ap0s derivatizagéo fotoquimica

Concentracdo (mol L") Repetibilidade, CV (%) Precis&o intermediaria, CV (%)

5,0 x10°® 8 8
5,0 x10°® 5 6
1,0 x10° 4 4

A incerteza de medig&o para a determinacdo da TBZ foi estimada para trés
concentracdes dentro da faixa linear do método desenvolvido. As fontes de
incerteza foram divididas em quatro grupos principais que afetam o sinal
analitico: (i) a preparacdo das solucdes; (i) a repetibilidade; (iii)) a precisao
intermediaria e (iv) a curva analitica, utilizando as equacgdes indicadas no
Capitulo 3. A contribuicdo de cada fonte de incerteza, calculada para as trés

concentracdes dentro da faixa linear encontram-se descritas na Tabela 9.

Tabela 9 - Incerteza de medicdo do método espectrofluorimétrico para determinacao
indireta da TBZ apés derivatizagdo fotoquimica

Fonte de incerteza Concentracéo de TBZ (mol L'l)
50x10° 50x10° 1,0x10°
Valores da incerteza (mol L™)

Repetibilidade (urp) 44x10° 50x10° 53x107
Precis&o intermediaria (Up;) 46x10° 52x10° 6,3x107
Curva analitica (Ucurva) 8,6x10° 1,6x107 1,6 x10”
Preparacéo de solugdes por ajuste de massas (Uso) 6,2 x10™® 2,6x10® 1,2x10”7
Incerteza combinada (uc) 2,8x10%  74x107 84x107
% do valor atribuido ao resultado da medicao 21 16 9

Incerteza expandida (Uk=2.01: 95%) 56x10° 16x10° 1,7x10°
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As contribuicdes de cada fonte de incerteza a incerteza de medicdo em
cada concentracdo estimada, reportadas em porcentagem, podem ser
observadas na Figura 25. O valor estimado para a incerteza de medicdo na
concentrac@o proximo ao LQ do método espectrofluorimétrico foi a mais afetada
pela incerteza associada a curva analitica, inclusive ao calcular esta incerteza na
faixa de concentracdo do LQ, valor esse que foi em torno de 17% do valor
nominal da incerteza combinada estimada para essa concentragdo. J4 para as
outras concentracdes, os fatores de precisao intermediaria e repetibilidade, que
sédo afetados pelas variagbes do reator fotoquimico |, sdo os fatores que mais

contribuiram para a incerteza de medi¢&o estimada para essas concentracdes.

preparacgéo de solugbes &1.0x10°
05,0x10°
@5,0x10™
A\ curva analitica
£
-1}
Q
£
-]
3 preciséo intermediaria
=
3
N8
repetibilidade
0% 5% 10% 15% 20%

Valor da fonte de incerteza comparado com o valor nominal da concentragao

Figura 25 - Contribui¢céo das fontes de incerteza a incerteza de medi¢cdo do método
espectrofluorimétrico para determinar TBZ, nas trés concentracdes avaliadas (5,0 x 10°%;
50x10°e 1,0 x 10° mol L™).

4.5.
Aplicacdo do método

O método desenvolvido para a determinacao indireta de TBZ usando a
abordagem de derivatizacao fotoquimica foi aplicado na analise de medicamento
Xenazine, que contém a quantidade nominal de 25 mg de TBZ por comprimido.
Adicionalmente, para avaliar a viabilidade de aplicacdo em amostras bioldgicas,
solucdes de saliva fortificada em concentracdo proxima do limite de

guantificacdo do método também foram analisadas.
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No caso da analise de TBZ no medicamento, solu¢cdes foram preparadas
em duas concentragbes diferentes (em triplicata) dentro da faixa linear do
método proposto, e foram analisadas utlizando tanto o método
espectrofluorimétrico proposto quanto por HPLC (Kilbourn, 1997). Os testes de
recuperacdo em concentracdes perto do LQ (5,0 x 10® mol L") somente foram
realizadas no método espectrofluorimétrico (103 + 11%), ja que nao foi possivel
detectar o analito nessa concentracdo utilizando o método cromatogréafico em
que somente se quantificou a TBZ utilizando medicdo da sua fluorescéncia sem
derivatizagdo. As recuperagdes de TBZ no medicamento obtidas pelos dois
métodos foram comparadas e para o nivel de 95% de confianca os resultados

foram semelhantes (t cacuiado < t criico), CONfOrme mostrado na Tabela 10 %,

Tabela 10 - Recuperagéo de TBZ em amostra de medicamento.

Concentracdo de TBZ esperada 5,0 x10" mol L™ 5,0 x10° mol L™

Método Método Método Método Método
proposto  comparativo  proposto  comparativo

Recuperagéo 92 + 3% 88 + 4% 95+ 2% 93+6%

Quantidade de principio ativo por 23+0,7 22+0,9 24+0,1 23+15

comprimido (mg)

Valor de t calculado (variancias diferentes) 1,353 1,794

t Critico (u = 2(3)-2 = 4; 95% de confianga; 2 caudas) = 2,776. O método proposto na tabela é o método
espectrofluorimétrico desenvolvido apos derivatizagdo fotoquimica da TBZ e o método de
comparacdo é um método de HPLC (Kilbourn, et al 1996).

No caso das amostras de saliva fortificadas, duas abordagens foram
realizadas. Primeiro, amostras de saliva (2 mL) foram fortificadas com a
guantidade adequada de padrdo de TBZ para se conseguir solucdes em
concentragoes finais de 5,0 x10® e 5,0 x 107 mol L™. A segunda abordagem foi
realizada fortificando saliva para obter uma concentracgéo final de 5,0 x 10° mol
L™* de TBZ. Posteriormente, esta amostra foi pré-concentrada utilizando extracao
por fase solida para obter uma solugé&o em torno de 5,0 x 10® mol L™. No caso
das solucBes preparadas nas concentraces de 5,0 x 10%e 5,0x 10" mol L%, os
resultados da recuperacgéo obtidos foram 87 + 13% e 90 + 3%, respectivamente,
enquanto que para a solucdo de 5,0 x 10° mol L™ ap6s pré-concentracéo, o valor
da recuperacéo do analito encontrado foi de 99 + 16%. Ao utilizar a extracdo em
fase solida, ndao somente foi conseguida uma recuperacao satisfatoria do analito,
mas também foi possivel eliminar os interferentes da matriz de um modo rapido

e eficiente.

?* Os resultados deste trabalho foram publicados por Osorio et al., 2013.
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