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Resultados: Determinacao espectrofluorimétrica do
ciclofenil.

4.1.
Consideragdes iniciais

A posicdo espectral, a intensidade e a forma de um espectro eletronico
molecular, em especial os fotoluminescentes, sdo determinados pela estrutura da
molécula e pelo meio no qual estas moléculas se encontram. Estruturas
moleculares rigidas e com sistema de elétrons m deslocalizados favorecem a
desativacdo radiativa da energia fotonica previamente absorvida. Com relacéo ao
meio, o sistema de solventes pode ter influéncia critica, sendo o tipo (aprotico ou
prético) e o valor da constante dielétrica (€) importantes parametros a serem
considerados. Solventes polares proticos sdo solventes que possuem atomos de
hidrogénio ligados a atomos fortemente eletronegativos. Este tipo de solvente se
comporta como acido fraco de Bronsted, doando protons para um sitio basico (par
de elétrons ndo compartilnados) da molécula. Ja no solvente aprético, ndo se
encontram atomos de hidrogénio ligado a atomos fortemente eletronegativos,
logo, este tipo de solvente costuma ter pares de elétrons ndo compartilhados,
atuando desta forma como uma base fraca de Bronsted. Se o solvente interage
com o soluto, seja doando ou recebendo um par de elétrons, modificacbes na
estrutura eletrénica da molécula sdo esperadas, afetando a caracteristica das
transicdes eletrénicas e, portanto, o sinal fotoluminescente.

Solventes com diferentes valores de € orientam diferentemente a molécula
em solucdo. Cada modo de orientacdo da molécula possui uma energia associada,
desta forma, orientacGes diferentes irdo causar diferencas e alargamentos no sinal
luminescente.

De forma similar, o pH do solvente influencia a forma como uma molécula
pode ser protonada, mudando a configuracdo eletrdnica da mesma, e por
conseqliéncia, as suas propriedades luminescentes. AlteracBes de pH podem

também ocasionar mudancas criticas na estrutura da molécula, promovendo a
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formacdo de produtos que podem ser mais ou menos luminescentes do que a

espécie quimica original.

4.2.
Fluorescéncia natural do ciclofenil e do seu derivado fotoquimico.

Devido a baixa solubilidade do ciclofenil em agua, os testes preliminares
sobre sua fluorescéncia foram realizados em solucdo metandlica. Neste solvente,
foi observada fluorescéncia de baixa intensidade (com picos de excitagdo/emisséo

em 380/410 nm) como pode ser observado na Figura 13.
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Figura 13 - Espectro de excitacdo e emissdo de uma solucdo 3,0 x 10

mol L™ de ciclofenil em metanol com intensidades maximas em 380/410 nm.
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4.3.
Fluorescéncia do derivado fotoquimico do ciclofenil

Hassam **, em trabalho envolvendo espectrofotometria molecular, demonstrou
a instabilidade do ciclofenil em solugdo aquosa. A influéncia da radiagdo UV
sobre o espectro de absor¢do molecular do ciclofenil dissolvido em metanol
também ja foi reportada, sendo observado um deslocamento hipsocrémico na
banda de absorgdo de 380 para 310 nm e um incremento de 150% na intensidade
de absorvancia ap6s apenas 60 min de exposicdo da solucdo a radiacdo UV
Essas alteracGes nas caracteristicas espectrais indicam modificacGes na estrutura
da molécula do ciclofenil. Com base nestes conhecimentos prévios decidiu-se por
estudar o efeito da radiagdo UV no espectro luminescente do ciclofenil.

O espectro fluorescente do ciclofenil irradiado com UV indicou a formacéo de
um fotoderivado com sinal (305/400) mais intenso (maior eficiéncia quantica
fluorescente) devido provavelmente a uma reacdo de quebra da molécula original
formando uma ou mais estruturas mais compactas e rigidas. Na Figura 14 é
mostrado o espectro fluorescente para uma solugdo de ciclofenil irradiada com
UV por 60 min, onde se observa comprimentos maximos de excitacdo e de
emissdo em 310/410 nm. O espectro de fluorescéncia dessa mesma solugédo de
ciclofenil, porém antes da irradiacdo, € também encontrado na Figura 14, nas
mesmas condicBes de varredura escolhidas foram para a solucdo irradiada
(310/410 nm).
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Figura 14 — Espectro fluorescente de uma solucéo 6,0 x 10° mol L™ de

ciclofenil (B) original e (A) ap6s 60 min de exposicdo ao UV.
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4.3.1.
Estudo de tempo de irradiagéo do ciclofenil com UV

Tendo sido constatada o aumento do sinal fluorescente do ciclofenil apds
exposicdo ao UV (fotoderivacdo do analito), a proxima etapa do trabalho foi
estudar o efeito do tempo de exposicdo do analito ao UV. Para tal, usou-se uma
solucdo de ciclofenil (1,0 x 10° mol L™) que foi dividida em varias aliquotas,
colocadas em tubos de quartzo e, cada uma, irradiada por um intervalo de tempo
diferente (indicado na Figura 15). Pode-se observar um aumento de sinal em duas
etapas, conforme indicado pelos dois platés de sinal entre, aproximadamente 20 e
60 min e entre aproximadamente 120 e 180 min. Esse tipo de comportamento é
um indicador de que a reacdo de fotoderivacdo do ciclofenil pode estar se
processando em duas etapas. Maximo sinal fluorescente foi observado a partir de

120 min de irradiacdo com UV.
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Figura 15: Influéncia do tempo de irradiacdo sobre a fluorescéncia do

ciclofenil.

Em termos de tempo do processo analitico, 150 min para a realizacdo da
fotoderivacdo € um tempo relativamente longo. Assim, alguns testes foram
realizados na tentativa de se reduzir o tempo de reacdo. Uma das tentativas

consistiu em se aumentar o fluxo radiante que chegava as amostras. Para tal,
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utilizou-se um reator contendo uma lampada de 125 W, de estrutura e geometria
similar ao reator de 24 W de poténcia radiante, usado no experimento anterior.
Nesse caso, observou-se um grande aquecimento da solucéo, o que provocava, em
muitos casos, a ruptura da tampa dos tubos de quartzo por causa do aumento da
pressdo de vapor do solvente. Nas solugdes onde se conseguiu evitar tal ruptura,
ndo foi observada nenhuma alteracéo significativa em relagcdo ao resultado obtido
com o reator de 24 W.

Outra tentativa consistiu na utilizacdo de TiO,, um conhecido catalisador
para reacdes foto-redox. A reacdo redox € um dos varios tipos de mecanismos
possiveis para uma reacdo fotoinduzida. Imaginando que 0 mecanismo da reacdo
fosse desta natureza, foi adiciona a solugcdo metandlica de ciclofenil, uma certa
quantidade de TiO,, pois segundo Fox e Dulay °’, este composto, disperso na
solucgéo, pode ser capaz de fornecer superficies de contato com o espécie quimica
de interesse de modo a se obter ambiente favoravel para reagOes redox rapidas.
Assim, diferentes quantidades do Oxido foram misturadas com aliquotas de
solugdo de ciclofenil 5,0 x 10 mol L™ e irradiadas por 30 min no reator de 24 W
de poténcia radiante.

No entanto, o 6xido se mostrou muito pouco solivel em solugdo metanolica,
e o resultado foi que as particulas presentes na solucéo refratavam a radiacao
ultravioleta, impedindo que a mesma incidisse na solu¢cdo, como consequencia, as
solugdes que continham TiO, produziram sinais luminescentes menos intensos
quando comparada ao sinal observado das solucdes de ciclofenil sem a adi¢do do

oxido. Por causa disso, esse tipo de abordagem foi abandonado.
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4.3.2.
Estudo da influéncia do solvente e do pH no sinal fluorescente do
fotoderivado do ciclofenil

Para estudos da influéncia do sistema de solventes e do pH no sinal do
fotoderivado do ciclofenil, utilizou-se diferentes misturas aquosas de etanol, o que
possibilitou a variacdo do pH das solugdes tampdo Britton-Robinson adicionadas
ao sistema de solventes (fase aquosa). Foi verificado que o pH da solucdo influiu
tanto na intensidade das bandas de emisséo e de excitacdo quanto na posicdo das
mesmas no espectro. Além disso, foi observado que a razdo metanol/agua também
exerce influéncia sobre a intensidade e sobre a posi¢do das bandas luminescentes.
A Figura 16 apresenta o resultado do estudo de pH para duas condicdes diferentes
de solvente, uma na qual a solugcdo era composta com 10%, em volume, de
metanol e a outra na qual a solucéo tinha uma propor¢do maior de metanol (50%,
em volume). Nota-se a tendéncia de aumento de sinal para as solu¢cdo com mais
metanol ao se aumentar o pH do meio. Tendéncia contraria € observada para
solugBes com menor proporgdo de metanol. A luminescéncia do fotoderivado do
ciclofenil em meio contendo 50% de metanol € maior que a do sinal observado em
meio contendo 10% metanol, como pode-se observar na Figura 16. Na Figura 17
observa-se também o efeito da mudancga do pH na banda de emisséo fluorescente
em solucdes contendo 50% metanol.

Para uma maior compreensdo da influéncia do pH e da proporcdo de
solventes, um estudo mais detalhado foi realizado, desta vez, um maior nimero de
proporcdes para o sistema de solventes foi usado, variando o pH da fase aquosa do
sistema em apenas 3 valores (4, 8 e 10). O resultado deste estudo esta apresentado
na Figura 18.

Esse segundo estudo indicou que maiores sinais fluorescentes sédo
encontrados em sistemas contendo tampdo em pH mais béasico (pH 10) para

sistemas de solvente contendo menor proporc¢édo de fase aquosa (90% de metanol).
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Figura 16: Influéncia do valor de pH da solucdo aquosa para 5,0 x 10™

mol L™ de ciclofenil para dois sistemas de solvente metanol/fase aquosa
50/50% v/v (1:1) e metanol/fase aquosa 90/10% v/v (9:1).
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Figura 17 — Espectro de excitacdo fluorescente para solucdo de

ciclofenil (5,0 x 10” mol L™) em sistemas de solvente metanol/fase aquosa

50/50% em diferentes valores de pH da fase aquosa. O espectro do ciclofenil

em metanol é também indicado.
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Figura 18 — Influéncia do valor de pH da fase aquosa em sistemas de

solventes com diferentes proporcées metanol/agua na intensidade e nos

maximos de excitacdo e de emissédo fluorescentes.
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4.3.3.
Otimizacao multivariada de fatores que afetam o sinal fluorescente
do fotoproduto do ciclofenil.

Ate este ponto se tem um conhecimento do efeito isolado que cada um das
variaveis tidas como importantes (pH, tempo de irradiacdo UV e composi¢do do
solvente) tém sobre o sinal de fluorescéncia do fotoderivado do ciclofenil. Com
base nos resultados dos estudos univariados, foi possivel fazer a otimizacao destes
fatores. No entanto, nesta abordagem de otimizagdo, ndo sdo levadas em
consideracdo as possiveis interacdes entre as diferentes varidveis, sejam elas
sinérgicas ou antagbnicas, 0 que poderiam mascarar as condi¢des para obtencéo
do maximo verdadeiro®. Assim sendo, planejamentos experimentais foram
realizados.

No planejamento experimental, os experimentos sdo realizados de forma a
se conseguir uma combinacdo de todas as variaveis capazes de influenciar a
resposta do sistema em todos os niveis, conseguindo desta forma uma andlise de
uma variavel sujeita a todas as combinacdes das outras variaveis. Isto possibilita
ndo s6 fazer a previsdo da interacdo das variaveis®® como também verificar se
estas variaveis realmente sdo importantes do ponto de vista estatistico. O resultado
deste estudo € que, ao se confirmar a importancia das variaveis e verificar as
interacdes entre 0s mesmos, consegue-se obter um maximo verdadeiro para o
sistema. Para que o planejamento possa ser realizado de forma eficaz, um prévio
conhecimento do comportamento do sistema se faz necessario. No caso desse
trabalho, os resultados do estudo univariado d&o subsidios para tal.

Com base nos resultados dos estudos univariados, resolveu-se fazer um
estudo multivariado usando as variaveis tidas até aqui como importantes: (i) o
tempo de exposicdo a radiacdo ultravioleta, (ii) o pH da fase aquosa, e (iii) a
composicdo do sistema de solventes. Para simplificar a notacdo, a composicao do
sistema de solventes foi indicada apenas como o volume de fase aquosa (tampéo),
em mL, sendo o complemento o metanol, j& que a solucdo final, nestes estudos,
tinha sempre o volume final de 10 mL.

Para realizar este estudo, foi escolhido um planejamento experimental do
tipo 3%. Neste tipo de planejamento, os 3 fatores sdo avaliados em 3 niveis
diferentes, niveis baixo (0), médio (1) e alto (2). A grande vantagem de um

planejamento do tipo 3* sobre um planejamento 2° é que o primeiro leva em
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consideracdo a curvatura do modelo sistema ® (ou seja, as possiveis interacoes
quadréticas), fato que pode ser especialmente importante quando se esta proximo
do maximo verdadeiro. O formato de um planejamento completo do tipo 3° esta
representado na Figura 19.
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Figura 19 — Planejamento experimental 3°.

As variaveis utilizadas para realizar este planejamento (e seus valores) estéo

descritos na Tabela 2.

Tabela 2 — fatores e niveis escolhidos para o primeiro planejamento

experimental.

Variavel 0 1 2
pH 6 8 10
uv 120 150 180
Volume da fase aquosa 1 2 3

As analises foram feitas aleatoriamente, para evitar que a influéncia de erros
sistematicos nos resultados, e todas as solucdes foram preparadas em duplicata. O
programa utilizado para se efetuar o planejamento completo dos dados bem como
os calculos foi o mddulo “Experimental Design” do programa de estatistica
Statistica 6.0 Statsoft. Com este programa foi possivel aplicar o Planejamento
Padrdo Box Hunter 3xx(K-p). Enquanto que para o modelo estatistico o tipo de
erro escolhido para a ANOVA foi o erro puro.

Um modo informativo para a apresentacdo de resultados, que € gerado pelo
software, é o grafico de Pareto. Neste grafico, sdo mostradas a contribuicdo de

todas as variaveis, suas interacoes, e o ranking da importancia estatistica de cada
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um deles no sistema. A Figura 20 mostra o grafico de Pareto resultante do
planejamento 3%, onde a grande contribuicio quadrética do tempo de exposicéo &
radiacdo ultravioleta é indicada. Adicionalmente, as contribui¢des da interacdo
entre o tempo de irradiacdo e o pH, a contribuicdo linear do volume da fase
aquosa e a contribuicdo linear do pH sdo também considerados estatisticamente
relevantes, porém com menor influéncia. As curvas de nivel para as variaveis,

organizados dois a dois podem ser visualizada nas Figuras 9, 10 e 11.
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Figura 20- Grafico de Pareto para o 1° planejamento experimental.
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Figura 21 — Curva de nivel para a fluorescéncia do fotoderivado do
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Figura 22 — Curva de nivel para a fluorescéncia do fotoderivado do

ciclofenil em fun¢éo do volume da fase aquosa e pH
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Figura 23 — Curva de nivel para a fluorescéncia do fotoderivado do
ciclofenil em funcéo do tempo de UV e pH

A curva de nivel é o resultado grafico obtido pela metodologia de
superficies de resposta (ou RSM, Response Surface Methodology). Este gréafico
mostra a contribuicdo das variaveis (organizados sempre aos pares) de forma que
a condicdo Otima, quando atingida, aparece como 0 maximo da fungédo
(superficie). Caso a regido de maximo nao seja claramente observada, pode-se
localizar a regido ou regides onde se indica(m) a(s) tendéncia(s) de crescimento de
sinal, e a partir dessa informacdo, ajustar a faixa dos fatores envolvidos no
experimento para que se obtenha a condi¢do 6tima do experimento em uma nova
superficie de resposta. Esse processo pode-se repetir varias vezes.

Pela Figura 21 (tempo de UV versus volume de tampéo) e pela Figura 23
(tempo de UV versus pH do tampéo) pode-se verificar que a condicdo 6tima para
o sistema ainda ndo foi atingida, e que a regido central da superficie foi, na
verdade, um vale para o fator tempo de UV. Em funcdo disso e também
objetivando uma diminuicdo no tempo de analise, o planejamento experimental

seguinte foi realizado deslocando o nivel médio do planejamento para 120 min.
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Outro fator que justifica a utilizacdo do tempo de 120 minutos, é o estudo
univiariado do tempo de exposicao a radiagdo UV (figura 15). Nesta figura pode-
se observar que o tempo de 120 minutos é justamente o inicio do platé de maior
sinal fluorescente em funcéo do tempo de UV.

A contribuicdo do volume da fase aquosa pode ser analisada mais
claramente pela Figura 22, onde se pdde constatar a regido de maximo seria
obtido utilizando menores valores de fase aquosa. Como a fase aquosa em questédo
é justamente o tampdo, foi considerado neste trabalho que um percentual de 10%
do tampédo é o minimo necessario para o sistema, e por isso, esse volume foi
escolhido como condic&o 6tima e o fator eliminado do proximo planejamento. Na
Figura 22, a condicdo de maximo em funcdo do pH estd proximo de 8, por isso,
para o proximo planejamento, este valor foi mantido como valor para o nivel
médio.

O planejamento experimental Box-Wilson de corpo central circunscrito
(CCC) para um sistema com duas variaveis foi escolhido como etapa seguinte da
otimizacdo. Esse planejamento, partindo de um sistema com duas variaveis
(tempo UV e pH), foi do tipo 2% o que produz cinco niveis para cada fator na
disposicdo que pode ser visualizado na Figura 24 (fator x; versus fator x,) onde
dois quadrados, um disposto a 45° em relacdo ao outro incorpora quatro pontos
(afastados a ¥2 do centro) aos quatro originais nos vértices do quadrado de
referéncia (quadrado de linha cheia na Figura 24). Além desses pontos, é
acrescentado um ponto central (0,0), somando um total de 9 pontos, cada um
equivalendo a uma combinacdo de niveis para os fatores experimentais. A
combinacdo desses niveis para a realizacdo do segundo planejamento

experimental esta exposta na Tabela 3.
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Figura 24 — Representacdo esquematica de um planejamento de corpo
central CCC.

Tabela 3 — Variaveis e niveis escolhidos para o segundo planejamento

experimental.

variavel V2 +1 0 -1 -2
pH 10,8 10 8 6 5,2
Tempo de irradiagdo UV 204,8 180 120 60 35,2

Da mesma forma que como para o primeiro planejamento, as analises foram
feitas aleatoriamente. De acordo com este planejamento, foram feitos leituras de
solucdes de ciclofenil 1,0 x 10 mol L™, utilizando 1 mL de volume de tampéo.
Foram realizadas triplicatas apenas do ponto central.

Com base nos resultados obtidos deste planejamento, pode-se montar um
modelo que descreve o comportamento deste sistema de forma mais adequada,
facilitando a visualizacdo da condicdo Otima de analise. A descricdo matematica
de um modelo quadratico que apresenta uma resposta () para um sistema com
duas variaveis (X, e x) é dado pela equacao geral:

Y =Bo+Baxe + BoXe + PraXe® + PBooXe® + P roXaXe + £(X1,X2)

Sendo que X; e X, SA0 as variaveis principais, XiX; € a interacdo linear entre
estes efeitos, x;° e X, s40 as contribuicdes quadraticas dos efeitos principais, 0s
coeficientes B, sdo os valores populacionais dos efeitos (e de suas interacoes), e

€(x1,X2) € 0 erro aleatorio associado a resposta y(Xi,X2).
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Como é impossivel a determinacdo dos coeficientes B (uma vez que eles sdo
valores populacionais, seria preciso uma quantidade infinita de procedimentos
para sua determinagdo), usa-Se apenas uma estimativa destes parametros.

Ignorando o erro da medida, a equacdo geral é descrita da seguinte forma:

Y= bo +b1x1 + boxo + b11X12 + bzzxz2 + b 12X1X2

Por meio do programa utilizado para realizar este planejamento
experimental, foi possivel obter os valores dos efeitos, resultando na equacdo que
descreve 0 modelo em questéo:

| = 806.4 + 98.3(UV) — 210(UV)2 + 148.5(pH) —52.3(pH)2 — 57.1(UV)(pH)

Sendo | a intensidade do sinal fluorescente (em unidades arbitrarias), (UV) o
tempo de irradiacéo ultravioleta (em minutos), e pH o valor de pH da fase aquosa
do sistema. Utilizando a derivada parcial para resolver esta equacéo determinou-se
os valores 6timos para a condicdo analitica. S&o eles: tempo de irradiacdo de
122.6 minutos e pH 10,8. A andlise das superficies de resposta confirma que ja se
atingiu a condicdo 6tima de andlise (Figura 25).
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Figura 25 — Superficie de resposta em fungdo do tempo de UV e do pH.
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Figura 26- Grafico de Pareto para o segundo planejamento

experimental.

Embora o grafico de Pareto (Figura 26) indique que um pequeno ajuste em
direcdo da condicdo 6tima poderia ser obtida com pequenas variagdes no valor do
tempo de UV, e que o valor de pH esta praticamente no limite do valor estudado,
as condicbes obtidas por este Ultimo planejamento experimental foram
confirmados pelo teste de robustez, ao invés de se tentar um novo planejamento.

O valor do pH de trés solucbes de ciclofenil foi ajustado em diferentes
valores (10,5; 10,8 e 11) e medidas em triplicata. O resultado ndo indicou
nenhuma diferenca estatistica (n=3, 95%). O mesmo teste foi realizado para
avaliar o tempo de UV, solu¢des de ciclofenil de mesma concentracdo foram
irradiadas por 115, 120 e 125 min ndo sendo, novamente, registrada nenhuma
diferenca estatistica entre os sinais fluorescentes (n=3, 95%).

A Figura 27, apresenta um espectro de fluorescéncia registrado nas
condicdes experimentais otimizadas (Tabela 3) para uma solucéo de ciclofenil 1,0

x 10° mol L™
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Figura 27 - Espectros para uma solucdo de ciclofenil 1,0 x 10° mol L™,
solucdo 10% agua, 90% metanol, pH 10, no caso de: (1), irradiado por 2h e

(2) ndo irradiado

Tabela 4 -  Condicbes otimizadas para  determinacédo

espectrofluorimétrica do ciclofenil.

PUC-RiIo - Certificacéo Digital N° 0410388/CA

Parametro Condicao escolhida
Sistema de solventes Metanol/tampéo Britton-Robinson 90/10% v/v
pH do tampéo 10,8
Tempo de exposicdo 122.6 min

a radiacdo UV
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4.4,
Proposta para a formacgé&o do fotoderivado do ciclofenil

No intuito de sugerir um mecanismo para a formacdo do fotoproduto do
ciclofenil, alguns experimentos foram realizados. O primeiro foi analisar amostras
de ciclofenil irradiada (nas condic¢Ges otimizadas) por GC-MS. O objetivo em se
usar esta técnica, € o de aproveitar a capacidade do espectrdmetro de massa de
identificar razdes massa/carga (m/z) dos fragmentos da molécula, permitindo
verificar diferencas no perfil de fragmentos na solugdo de ciclofenil irradiada em
relacdo a solucdo ndo-irradiada. Apesar de ndo se encontrar, na solucéo irradiada,
nenhum fragmento com m/z diferente dos encontradas na solucdo n&o-irradiada,
observou-se diferengas nas quantidades relativas para alguns dos fragmentos. O
pico original do ciclofenil (m/z 364,02 Da) foi observado no tempo de retencéo de
34,08 min. Na solucdo irradiada, a intensidade desse pico diminuiu. Por outro
lado, no tempo de retencdo de 33,15 min., verificou-se um aumento, da ordem de
quatro vezes, da intensidade do fragmento com m/z 322 Da e da sua seqtiencia de
fragmentacdo, em especial o fragmento m/z 280 Da (Figura 28). Esta informacao
poderia indicar que estes fragmentos poderiam ser encontrados ja na solucao
irradiada, oriundos da fotodegradacdo do ciclofenil. Além disso, se estes
fragmentos foram encontrados no espectro da solugdo ndo-irradiada, pode se
especular que o mecanismo de formacao do fotoproduto é similar ao da formacéo
dos fragmentos no espectrémetro de massa. Assim, pode-se propor 0 mecanismo
de derivacdo em duas etapas, similar ao padrdo de fragmentacdo do ciclofenil
indicado na Figura 15. Uma vez que os dois produtos formados possuem maior
rigidez estrutural, isso explicaria 0 aumento da eficiéncia quantica dos mesmos
em relacdo a molécula original e por sua vez, o maior sinal fluorescente. Este
mecanismo também esta de acordo com o perfil de dois patamares observado na
curva fluorescéncia em funcdo do tempo de irradiacdo do ciclofenil (Figura 15),

pois tal comportamento sugere um mecanismo fotoquimico de duas etapas.
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Figura 28 — Espectro de CG-MS para uma solugéo 1,00 x10°° mol L™ de
ciclofenil irradiado (espectro de fragmentacéo do tempo de retencéo de 33,15

min).
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Figura 29 — Mecanismo sugerido para a formacédo do fotoproduto do

ciclofenil
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Experimentos adicionais foram feitos utilizando a técnica de espectrometria
de massa de lonizagdo/Dessor¢do a Laser detectado por tempo de voo, (LDI-
TOF/MS). Nesta técnica, a solucdo do ciclofenil ndo-irradiada foi submetida a
pulsos laser de 337 nm (laser de nitrogénio) para ionizar e vaporizar a amostra
para que posteriormente o ion do ciclofenil e fragmentos sejam detectados no
espectrometro de tempo-de-voo por causa da migracao forcada pela diferenca de
potencial aplicada entre o compartimento de amostra e o detector.

Como resultado do experimento, verificou-se a formacgdo dos fragmentos
com m/z iguais a 332 e 280 Da, como decorréncia da interagdo da radiacdo UV do
laser (337 nm) com o ciclofenil (Figura 28). Este resultado corrobora a proposta

de formacéo dos fotoprodutos indicados na (Figura 29).
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Figura 30 — Espectro de massa do ciclofenil obtido por MALDI-
TOF/MS
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4.5,
Estudos de estabilidade do fotoproduto para determinagdes
espectrofluorimétricas.

Testes foram realizados para monitorar a estabilidade do sinal fluorescente
apés fotoderivacdo do ciclofenil. A fluorescéncia foi medida logo apds a
fotoderivatizagdo, em intervalos de 6, 12, 24, 48 e 72 horas, e ap6s uma semana
da fotoderivatizagdo. A solucgdo foi preservada geladeira e medida na temperatura
ambiente. Durante este intervalo de medida o sinal ndo oscilou mais que 5%

indicando a estabilidade do sistema.

4.6.
Linearidade, precisao, limites de deteccéao e de quantificagéo.

Apos a otimizacdo das melhores condigcdes experimentais para a
determinacdo espectrofluorimétrica do ciclofenil através do seu fotoproduto,
realizou-se um estudo para se encontrar alguns parametros analiticos de mérito
relevantes do método. Para tal, curvas analiticas foram construidas para se
estabelecer esses parametros analiticos de merito. Uma curva tipica € representada
na Figura 31. A curva analitica foi construida com os valores médios de trés
medigdes para cada concentracdo do ciclofenil apos fotoderivatizagdo. A melhor
reta entre os pontos experimentais foi tracada através do método dos minimos

quadrados.
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Figura 31 — Curva analitica para a determinacéo espectrofluorimetrica
do ciclofenil apés fotoderivatizagéo.

46.1.
Linearidade

O INMETRO™ define a linearidade de um método como “a habilidade do
analitico em produzir resultados que sejam diretamente proporcionais a
concentracdo do analito em amostras, em uma dada faixa de concentragdo.” A
linearidade pode ser obtida tanto por padronizacdo interna quanto por
padronizacdo externa, mas em ambos 0s casos, a relagcdo entre o sinal analitico e a

concentracdo da espécie sera regida pela seguinte relacdo matematica:

y=PBo+pPix+e

Onde Bo e P sdo os pardmetros do modelo™ (coeficiente linear e angular,
respectivamente) e € € 0 erro aleatorio associado a determinacdo de y. Sendo X a
concentracdo (ou massa) do analito e y o sinal analitico. Como conceitualmente
ndo se pode determinar estes parametros, apenas estima-los, a equacdo da reta

costuma ser representada por:

Y=ax+b
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Sendo “a” o coeficiente angular da reta, “x” a concentragdo do analito e “b”
o coeficiente linear da reta. A melhor forma de se obter esta relacdo é através do
método dos minimos quadrados’® . No método dos minimos quadrados os valores
de “a” e “D” sdo estimados minimizando a soma quadratica dos residuos
(diferenca entre os valores observados e 0s previstos pela equacéo da reta).

A linearidade pode ser avaliada através do coeficiente de correlagdo linear
(r) e do coeficiente de determinacéo (R?). O INMETRO"! recomenda valor maior
que 0,90 para o coeficiente de correlagdo linear. Além disso, a linearidade pode
também ser avaliada pelos testes t de Student, a prova F de Fischer e o intervalo
de confianca.

O teste F € baseado na andlise de variancia, onde a média quadratica da
regressdo (MQy) é dividida pela média quadratica do residuo (MQyes), para seus
respectivos graus de liberdade .

F = MQreg/MQres Equacdo 14

O resultado encontrado é comparado com o tabelado para o teste F
considerando seus graus de liberdade (gl). Um valor estatisticamente significativo
(o« = 0,05) da razéo entre as médias (Fcac> Feritico) indica a ndo existéncia de
relacdo linear entre os residuos e a regressédo, ou seja, existe regressao linear entre
a concentracgdo e o sinal analitico. Outra forma de avaliar a linearidade do modelo
é através do teste t de Student. Neste teste, a hipotese nula (Ho) é a hipétese de que
a intensidade de sinal analitico (fluorescéncia, para o0 caso em questdo) e a
concentracdo do analito ndo se relacionam linearmente. Em um nivel de
significancia de 5%, o valor calculado de t comprovaria ou rejeitaria esta hipotese.

A Tabela 5 apresenta o resultado da ANOVA feita com os dados utilizados
para a construcdo da curva analitica, por essa tabela pode-se verificar que o
Feaiculado fOI maior que 0 Feitico, 0 que € um indicativo de linearidade para este
modelo. Outro indicativo de linearidade € 0 valor do tcaculago, SUPErior ao teritico
(tooss = 2,3960). O que rejeita a hipotese nula de ndo linearidade entre

concentracdo e sinal fluorescente.
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Tabela 5 — Resultado da analise de variancia para os dados utilizados

na construcdo da curva analitica

gl SQ MQ F F critico
Regresséo 1 4382924 4382924 14729778 2,1217E-09
Residuo 7 20828,87 2975,554
Total 8 4403753

Tabela 6 — Resumo dos resultados da regresséo linear

Parametro Valor
Coeficiente angular 2,54 x 10" + 1,57 x 10°
Coeficiente linear 86,0 + 58,7
r maltiplo 0,9976
R-Quadrado 0,9952
R-quadrado ajustado 0,9945
Erro padréo 54,54
Observacdes 9

A Tabela 6 apresenta o resumo dos resultados gerados pela regressao linear.
Nela pode-se ver que, também pelo critério do coeficiente de relacdo (R) e pelo
coeficiente de determinacdo (r?) a faixa escolhida apresenta comportamento
linear.

Por essa tabela é possivel também obter os parametros para a reta com um
limite de confianca de 95%. O coeficiente angular (a) foi de 2,54 x 10" + 1,57 x
10° e o coeficiente linear (b) foi 85,95 + 58,70,57. O erro padréo foi de 54,54. Um

estudo adicional indicou um comportamento homoscedastico para a curva.

4.6.2.
Limite de deteccéo e limite de quantificacao

Muita controvérsia existe sobre a melhor forma de definir o valor do limite
de deteccdo (LD), alguns autores trazem esta defini¢do como : “o menor valor que
pode ser detectado, mas nao necessariamente quantificado”, outras definig¢des,
como a usada pelo INMETRO™, dizem que o LD é a concentracdo minima de
uma substancia medida e declarada com 95% ou 99% de confianca de que a
concentracdo do analito € maior que zero.

O limite de quantificacdo (LQ) pode ser considerado como a menor
concentracdo do analito que pode ser determinada com um nivel aceitavel de

precisdo. Diferentes defini¢des afirmam que o LD pode ser considerado como o
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menor valor do analito que ira gerar um sinal correspondente a 5, 6 ou 10 desvio
padrdo do branco. Neste trabalho, o critério utilizado para calcular o LD e LQ foi
0 critério de 3sp/a para 0 LD, e 10sp/a para LQ, sendo s, 0 desvio padrdo de 7
leituras do branco, e “a” o coeficiente angular da reta. Segundo estes critérios, o
valor de (LD) foi de 5,2 x 10”7 mol L, e o (LQ) apresentou valor de 1,7 x 10

mol L™

4.6.3.
Precisédo (repetitividade)

A precisdo oferece uma estimativa da dispersdo dos resultados obtidos de
uma mesma amostra sob condi¢fes definidas, normalmente, estes resultados sdo
expressos através da repetitividade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade.
Neste trabalho, foi obtida a repetitividade e a preciséo intermediéria.

O VIM (vocabulério internacional de metrologia)’* defini a repetitividade
como: “o grau de concordancia entre os resultados de medi¢des sucessivas de um
mesmo mensurando efetuadas sob as mesmas condi¢Ges. Para calcular a
repetitividade, foram feitas sete medices de fluorescéncia de duas solucGes de
ciclofenil de concentracdes distintas (3,0 x 10° e 4,0 x 10° mol L™), e o resultado
expresso na forma de desvio padréo relativo. O resultado encontrado foi de 3,3% e
1,9% respectivamente.

Um segundo estudo de repetitividade foi realizado usando sete solucGes de
ciclofenil (na concentracdo de 1,0 x 10° mol L™), que foram colocadas em tubos
de quartzo, cada uma em um tubo, e irradiadas. Esse estudo permitiu verificar o
impacto do processo de irradiacdo na precisdo do resultado. Os resultados

indicaram desvio padréo relativo de 2,8%.

4.6.4.
Precisdo (precisao intermediéria)

Este parametro estima a precisdo dos resultados quando um determinado
parametro é variado, parametro este que pode ser: operador, temperatura, dia, etc.
Para este trabalho, a precisdo intermediaria foi obtida realizando sete leituras de

uma solucéo de ciclofenil (1,0 x 10° mol L™) em dois dias diferentes, cada dia por
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um operador, e cada operador preparava a sua solucdo. Desta forma avaliou-se a
precisdo com troca de dia e de operador. O valor encontrado foi de 3,9%.

4.6.5.
Determinacao do ciclofenil em formulagfes farmacéuticas

Para se testar a aplicabilidade do método espectrofluorimétrico para a
determinagdo do ciclofenil, foi feita a determinacdo deste composto em
formulagéo farmacéutica. Para tal, utilizou-se o medicamento Menopax®. Foram
feitas trés solugbes amostra iguais, que foram analisadas cada uma em um dia
diferente. Cada amostra de formulacdo farmacéutica foi uma aliquota de um
mesmo conjunto de comprimidos pulverizados. As determinacdes foram feias por
método de interpolacdo em curva analitica, sendo as recuperagdes percentuais do

ciclofenil indicadas na Tabela 7.

Tabela 7 — Resultado da determinacdo do ciclofenil em formulagdo

farmacéutica.

Amostra Recuperacao (%) Média (%) Desvio padréao (%)
1 102,4 94,1 99,3 98,6 4,19
2 94,2 93,2 102,4 96,6 5,05
3 103,2 97,4 98,2 99,6 3,14
média 98,3 3,87

Para um intervalo de confianga de 95% o resultado da determinacdo dos dias
(um total de nove determinacdes) apresentou um resultado de 98,3 + 3,9 %, este
resultado foi comparado com o obtido por outra técnica analitica - voltametria
adsortiva de redissolucdo anodica — tabela 8. O resultado da recuperacdo pelas
duas técnicas foi comparado aplicando o teste F e ndo foi observado nenhuma

diferenca estatistica.
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Tabela 8 — Resultado da determinacdo do ciclofenil em formulagdo
farmacéutica por voltametria adosrtiva de redissolu¢do anddica

Amostra Recuperacéo (%) media Desvio padréo
1 105,5 99,2 106,5 103,7 3,95
2 94,5 102,7 95,5 97,6 4,47
3 107 96,8 100,7 101,5 3,37

Este resultado é um forte indicativo de que o método proposto pode ser
aplicado para a determinagédo do ciclofenil em formulagdes farmacéuticas.

Outra forma de calcular a repetitividade do método foi fazendo uma analise
de variancia dos valores para a recuperagdo do ciclofenil em diferentes dias, o
resultado desta analise esta exposto na Tabela 9.

Tabela 9 — Resultado da analise de variancia para as determinacgdes do

ciclofenil em diferentes dias.

Fonte da variagdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 14 2 7 0,396601  0,68901 5,1432
Dentro dos grupos  105,9 6 17,65
Total 119,9 8

O resultado da Tabela 9 mostra que ndo houve diferenca estatistica
significativa entre as determinacdes de ciclofenil realizadas em diferentes dias.

Outro fator avaliado foi a possibilidade de interferéncia de outras
substancias presentes no comprimido (seletividade). O resultado de recuperacdo
indica ndo haver nenhum potencial interferente na matriz do medicamento, no
entanto, investigacoes adicionais foram feitas.

Segundo a bula, cada comprimido (massa em torno de 300 mg) contém 200
mg do principio ativo e o restante da formulacdo sdo excipientes (amido de milho,
celulose microcristalina, estearato de magnésio, glicolato de amido sodico,
polvidona e manitol). Destas substancias, apenas o manitol é solivel em metanol
e, portanto, o Unico potencial interferente. Para se verificar o efeito do manitol, os

espectros de solucBes irradiadas de ciclofenil (1,0 x 10 > mol L™), contendo
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diferentes concentracdes de manitol (de 5,0 x 107 mol L™ até 1,0 x 10 mol L™)
foram comparados com o espectro de uma solugdo contendo apenas ciclofenil
irradiado. Em nenhum dos casos foi observada interferéncia no sinal luminescente
do ciclofenil, o que confirma que, pelo menos nas proporcdes testadas, 0 manitol

nao interfere.
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4.6.6.
Determinacao do ciclofenil em urina.

Varios testes foram realizados na tentativa de se determinar o ciclofenil em
amostras de urina. Para tal, amostras de urina fortificadas com ciclofenil foram
usadas. Sabendo que, ao contrario do plasma sanguineo, a urina € relativamente
livre de proteinas’, o primeiro teste foi o de tentar fazer a determinacao direta do
analito em urina sem nenhum pré-tratamento, apenas com a irradiagdo UV,
necessaria para obter o fotoproduto fluorescente. Desta forma, pequenas aliquotas
de urina (ap6s serem irradiadas) foram misturados com tampdo e metanol nas
condigdes otimizadas e medidas diretamente. Nestes casos, um sinal fluorescente
intenso da matriz urina foi observado na mesma regido espectral do fotoproduto
do ciclofenil, provocando intensa interferéncia espectral. Na tentativa de eliminar
tal interferéncia, foi testado um procedimento de limpeza da urina, utilizando
sulfato de amonio. O sobrenadante proveniente deste procedimento foi irradiado e
em seguida misturado com tampdo e metanol nas condi¢des otimizadas. No
entanto, a interferéncia espectral ainda foi observada.

Procedimentos de extracdo também foram testados para viabilizar a
determinagdo em urina. Primeiramente, amostras de urina, que foram submetidas
ao procedimento de limpeza com sulfato de amdnia, foram eluidas em cartuchos
de fase solida C-18. Como a maioria dos compostos presentes na urina Sao
hidrosoluveis, enquanto o ciclofenil é um composto de baixa polaridade, o
material que passava direto pelas colunas era descartado. Em seguida, as colunas
foram lavadas com 2 mL de a4gua e em seguida metanol. Esta solugdo metanolica
foi misturada com tampéo e sua fluorescéncia foi medida. Novamente ainda foi
observada a interferéncia espectral. Alternativamente, um procedimento de
extracdo com solvente foi usado, novamente fundamentado no fato de que a
maioria dos compostos presentes na urina € hidrossoldvel, enquanto que o
ciclofenil possui maior solubilidade em meio orgéanico. Idealmente, o analito
deveria ser extraido da urina para um solvente organico que depois seria
eliminado por evaporacdo assistida com nitrogénio, recuperando o residuo em
metanol. Inicialmente, o procedimento foi testado com varios solventes organicos
(cloroférmio, diclorometano e tetra cloreto de carbono) usando uma solucéo

aquosa padrdo de ciclofenil. Os melhores resultados foram obtidos com o
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diclorometano. Inclusive, ao se comparar o resultado final da fluorescéncia da
solucdo recuperada com o sinal esperado pela curva analitica, foi observado que
ndo houve nenhuma perda de ciclofenil com este procedimento.

A aplicagdo desse procedimento em urina exigiu que essas amostras fossem
previamente limpas com sulfato de amdnio para que se evitasse a formacgéo de
emulsdo no momento da retomada do residuo com metanol. Infelizmente, os
resultados obtidos com esse procedimento ndo permitiram a obtencdo de medicoes
sem interferéncia espectral.

Como o método espectrofluorimétrico ndo apresentou especificidade
suficiente para possibilitar a determinacgéo do ciclofenil na urina, fez-se necessario
escolher outra abordagem analitica para viabilizar tal tipo de determinacdo. Fez-se
uso da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com deteccdo

por fluorescéncia.
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4.7.
Desenvolvimento do método cromatografico

4.7.1.
Estudos preliminares

Ao decidir trabalhar com HPLC, alguns estudos prévios foram realizados
para a escolha de solventes, comprimento de onda de emisséo e de excitacdo, fase
mdvel, colunas, etc. Claro que, alguns destes pardmetros foram aproveitados do
desenvolvimento da metodologia para a determinacdo espectrofluorimétrica do
ciclofenil. Entretanto, uma modificacdo foi feita em relacdo a melhor condicdo
obtida para método espectrofluorimétrico. Como o pH 10,8 em questdo €
prejudicial para a grande maioria das colunas cromatogréficas e o uso de tampéo
aumenta a frequiéncia de manutencéo do instrumento, escolheu-se trabalhar apenas
com o ciclofenil irradiado em meio sem tampdo. Essa escolha foi considerada
razoavel, pois o parametro fotoquimico que exerce maior influéncia no processo €
o tempo de irradiacdo com UV, desta forma, o comprimento de onda escolhido foi
0 observado como o melhor para o ciclofenil irradiado em meio 100% metanol
(305/400 nm).

Para dar continuidade ao desenvolvimento do método cromatografico para
determinacdo do ciclofenil em urina, primeiramente foram realizado alguns
estudos em padrdes para se obter as condi¢cdes de sistema para a separa¢do do
analito dos componentes da mistura. Sendo o ciclofenil (na sua forma original) um
composto de baixa polaridade, os estudos iniciais foram realizados utilizando
condicdes tipicas para cromatografia de fase reversa em coluna C-18. Como o
analito é soluvel em metanol, foi escolhido o metanol/agua como sistema inicial
de eluicéo.

Uma das primeiras coisas observadas ao se obter um cromatograma
preliminar para a solucdo irradiada de ciclofenil foi a observacdo de mais de um
pico. Este comportamento ja era esperado, uma vez que a radiacdo UV possui
como caracteristica fragmentar a molécula original, confirmando algumas das
observacGes do mecanismo sugerido. Assim, a primeira preocupacdo foi a de
obter condicbes que permitam a separacdo dos picos provenientes da
fotoderivacdo do ciclofenil, para depois selecionar um com caracteristicas

propicias para a determinacao indireta do analito original.
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Figura 32 — Cromatograma obtido para uma injecéo de 20 uL de uma
solucdo de ciclofenil 1,00 x 10, usando eluicdo isocréatica com metanol/agua

80/20% v/v e coluna C-18 de 15 cm de comprimento.

O cromatograma da Figura 32 foi registrado utilizando um sistema de
eluicdo isocratica, o que claramente se mostrou insuficiente para completa
resolucdo dos picos. A proxima etapa do trabalho passou a ser a de encontrar a
melhor condicdo para separar estes picos. No entanto, na separacdo destes picos
nas solucgdes padrdes de ciclofenil s seria aceita como condicgéo final de trabalho,
se levada em consideracdo os efeitos de matriz, ou seja, a presenca e a
caracteristica cromatografica dos componentes da urina que apresentam
propriedades fluorescentes no mesmo comprimento de onda que os picos do
ciclofenil apos derivatizacdo. Para tal, a busca da melhor condi¢cdo cromatografica
foi realizada nas amostras de urina enriquecidas, que por sua vez foram,
previamente a fotoderivacdo, eluidas em cartucho C-18 para a minimizacdo das
potenciais interferéncias.

Com relacdo aos tipos de solventes usados como fase mével (metanol e
acetonitrila), ndo foi observado nenhuma diferenca no cromatograma do
composto. Assim optou-se pelo uso do metanol. A coluna utilizada foi a C-18 de
25 c¢cm por 4,6 mm, com 5um de tamanho médio de particula. A melhor condicéo
de eluicdo utilizando esta coluna foi com o gradiente de eluicdo iniciado com

metanol/agua 60/40% v/v, aumentando a proporcdo de metanol para 100% em
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cinco minutos. A Tabela 10 apresenta as condic¢Oes instrumentais otimizadas para
a determinacdo do ciclofenil e a Figura 33 apresenta um cromatograma obtido

nestas condicdes.

Tabela 10 — Condigdes instrumentais otimizadas para determinacéo de
ciclofenil por HPLC/F

Coluna C-18 ODS de 25 cm de altura e 4,6 mm de diametro,
5 um de tamanho médio de poro
Fluxo 1 mL min™
Metanol/agua 12 etapa: 40% agua e 60% de metanol;

2% etapa: Variagdo para 100% de metanol em 5 minutos Step 3;
3% etapa: Manutencéo neste valor por 10 minutos.

200
250
200

150

00

S0

Figura 33 — Cromatograma obtido com injecdo de 20 puL de uma

solucdo de urina enriquecida (1,0 x 10”> mol L™) com ciclofenil.

4.7.2.
Interferéncia de matriz na urina.

Nas condicdes cromatogréaficas utilizadas, ndo foi observado interferéncia

espectral no pico fluorescente no tempo de retencdo de 6 min. No entanto, foi
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observada baixa recuperacdo do ciclofenil nas amostras enriquecidas de urina
(65% do valor esperado). Provavelmente parte do ciclofenil se combinou com
algum concomitante hidrossolivel da matriz (ou mesmo algum anfifilico) de
forma a ser eliminado na eluigdo junto com a matriz.

Na tentativa de contornar este inconveniente, alguns testes foram realizados.
O primeiro consistiu em averiguar a necessidade de se utilizar o cartucho C-18
previamente a injecdo no cromatdgrafo. Nesses testes, amostras de urina
enriquecida foram diretamente diluidas em metanol. Outro teste consistia em
realizar o procedimento de extracdo liquido-liquido (utilizando diversos solventes,
como metanol, diclorometano, n-hexano). Em nenhuma das tentativas obteve-se
sucesso. Testou-se também aumentar a eficiéncia da eluicdo no cartucho C-18
(com maior volume de eluente, e também eluentes mais fortes), mas ndo houve
alteracdo no valor da recuperacéo.

Para contornar o problema de falta de exatiddo da determinag&o por perda
de analito durante a eluicéo, foi utilizada a técnica de adicdo de analito. Utilizando
este procedimento foram obtidas recuperacdes de: 98 + 5%. No entanto, este
método ainda foi considerado muito trabalhoso, e mais uma ultima tentativa ainda

foi executada, a utilizacdo de um padrao interno.

4.7.3.
Calibracdo com padréao interno.

O padrdo interno é uma espécie quimica, cujas caracteristicas estruturais
devem ser similares ao do analito e que ao ser adicionado aos padrdes de
calibracdo e as amostras em concentracBes conhecidas e constantes, facilita a
determinacdo do analito por compensar variacdes e perdas ocorridas nas etapas de
pré-tratamento e perdas por causa da matriz da urina. Se o padrdo interno sofrer as
mesmas perdas que o analito, a razdo entre as caracteristicas do analito e do
padrdo interno (por exemplo, a area do pico) garantem maior precisdo e exatidao
na deteccdo do analito por procedimentos de calibracdo simples como a
interpolacdo de curvas de calibracao.

Neste trabalho, para escolher o padrdo interno, buscou-se um composto que

apresentava uma estrutura parecida com parte da estrutura do ciclofenil ou de seus
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fragmentos, assim, escolheu-se o acetato de m-toluil (3-metil-fenil acetato)
(Figura 34).

Figura 34 — Estrutura quimica do acetato de m-toluil

Antes de se testar este composto em uma curva analitica, foram feitos
alguns testes para verificar a viabilidade de sua utilizagdo. Para se realizar estes
testes, preparou-se solugdes de ciclofenil irradiado, acetato de m-toluil irradiado, e
solugédo contendo os dois. Foi observado que o composto possuia caracteristicas
satisfatorias para sua utilizacdo cromatografica nas condigdes otimizadas para o

ciclofenil.
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Figura 35 - Cromatogramas de: a) Branco, b) Padrdo Interno

irradiado, c) Ciclofenil irradiado.
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4.7.4.
Seletividade, linearidade, preciséo, limites de deteccéo e
guantificacao

Segundo a IUPAC’®, a seletividade avalia o grau de interferéncia de
espécies como outro ingrediente ativo, excipientes, impurezas e produtos de
degradacdo. Nao faz sentido pensar em nenhum outro pardmetro, como faixa
linear ou sensibilidade, antes de se assegurar a seletividade do método. Para
avaliar a seletividade deste método, foi comparado o cromatograma obtido por
uma analise em branco (urina), e a comparacdo do resultado de recuperacdo
oriundo de uma urina enriquecida.

Como as condi¢des instrumentais foram otimizadas de modo que na regido
aonde sai o fragmento utilizado para quantificar o ciclofenil, ou mesmo o pico
utilizado do padrdo interno, nenhum pico dos componentes da urina surgiu.

A curva analitica obtida para o0 método cromatografico usando padronizacéo
interna esta representada na Figura 36. Cada ponto da curva é resultado de trés
medicgdes de sinal (area) do pico do derivado do ciclofenil em 6 min de tempo de

retencao.

r’=0,99834

12

Raz&o entre as areas
[e¢]
1

N
1

T T T T T T 1
0 100 200 300 400
massa de ciclofenil (ug)

Figura 36 — Curva analitica com padronizacéo interna para o ciclofenil

irradiado.
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A Tabela 11 apresenta o resultado da andlise de variancia dos dados

utilizados para se construir a curva analitica. Por estes valores, pode-se ver que,

segundo o critério do teste F, ha linearidade para este conjunto de dados.

Tabela 11 — Resultado da anélise de variancia dos dados utilizados para

a construcdo da curva analitica

Regressdao
Residuo
Total

gl sQ MQ F F critico
1 130,9503 130,9503 1471,276 12,22
4 0,356018 0,0890046

5 131,3064

A Tabela 12 apresenta o resumo dos resultados obtidos da regressao linear.

Por essa tabela pode-se ver que também pelos critérios de coeficiente de deteccao

e coeficiente de correlacdo, existe linearidade no modelo.

Tabela 12 — Resultados da regresséo linear

Pardmetro Valor

Coef angular 0,03785 + 0,00274
Coef Linear -0,1211+0,5107
R multiplo 0,9986
R-Quadrado 0,99728
R-quadrado 0,99661
ajustado

Erro padrdo 0,298336
Observacgdes 6

A equacdo de reta para este modelo, para um limite de confianca de 95%,

pode ser descrito como y = 0,038x.

Com base nas definicGes adotas e nos resultados obtidos, o valor de LD e

LQ foram respectivamente 3,72 x 107 e 1,24 x 10® g para 20 pL de volume de

amostra, sendo que a faixa linear de trabalho se estendeu até 364 ug.

Para calcular a repetitividade, foram feitas sete analises cromatograficas de

uma mesma solucdo de ciclofenil (1,0 x 10° mol L™?), e o resultado expresso na

forma de desvio padréo relativo. O resultado encontrado foi de 2,5% do valor de

fluorescéncia, sendo considerado 6timo, uma vez que este valor é inferior ao
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limite de 5%, estabelecido como valor limite para validacdo de métodos
cromatograficos’’.

Para este trabalho, a precisdo intermediaria foi obtida realizando sete
analises cromatograficas de uma solucéo de ciclofenil (1,0 x 10 mol L) em dois
dias diferentes, onde cada dia a analise foi feita por um operador (cada operador
preparando sua propria solucdo). Desta forma avaliou-se a precisdo com troca de

dia e de operador. O valor encontrado foi de 4,2%.

4.7.5.
Aplicacdo do método cromatogréafico para determinacdo do ciclofenil
em urina enriquecida

Para se testar a aplicabilidade do método cromatografico para a
determinacgéo do ciclofenil em urina, a determinagdo deste composto foi feita em
amostras fortificadas. Para tal, foram preparadas, em cada dia, duas solucdes de
urina enriquecidas com analito e padrdo interno em diferentes niveis de
concentracdes e determinadas por interpolacdo com a curva de calibragdo. As
recuperacgdes percentuais do ciclofenil estdo indicadas na Tabela 13, onde por um
teste t-Student, pode-se verificar que ndo ha& diferenca estatistica entre as

recuperacdes (95% de confianca)

Tabela 13 - Resultados das recuperacdes obtidas em dois niveis

diferentes de concentracdo, em dias diferentes.

Nivel de Dia Recuperacgao Média RSD
fortificacdo (%) (%) (%)
(mol L™
5,0 x 10°° 1 95 98,3 3,6
2 104
3 98
5,0 x 10° 1 98 99,7 2,9
2 99
3 103
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