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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE PROCEDIMENTOS ESPECTROFLUORIMETRICOS
PARA DETERMINACAO DE CETOCONAZOL E TBHQ EM AMOSTRAS DE
INTERESSE AMBIENTAL, ALIMENTICIO E FARMACEUTICOS. O presente
trabalho trata da aplicagdo da fluorescéncia molecular para a determinagdo de
cetoconazol e terc-butil-hidroquinona (TBHQ) em amostras farmacéutica, ambientais e
alimenticias. O procedimento desenvolvido para quantificagdo de cetoconazol nao
emprega reagentes toxicos, sendo apenas necessario o uso de solu¢do de etanol, bem
como HCI 0,10 mol L e surfactante Brij-35 para a etapa de extragdo e determinagdo,
respectivamente. Os resultados indicaram a dependéncia do sinal de emissdo com a
concentracdo do surfactante. Os melhores resultados foram obtidos em brometo de
cetiltrimetilamonio (BCTA) em pH 8,80. Uma curva analitica apresentando uma faixa
linear de 1,01x10™® a 1,01x10™ mol L™! (r = 0,998) e um limite de detecgio de 1,83x107
mol L' foram obatidos. O procedimento proposto foi validado avaliando-se a
recuperacdo do analito em amostras farmacéuticas e ambientais, obtendo-se
recuperagoes entre 76,0-98,1 % e 93,8-103 %, respectivamente. Os resultados obtidos
na determinagdo do cetoconazol em formulagdes farmacéuticas foram comparados com
os resultados obtidos com um procedimento espectrofotométrico comparativo, onde os
resultados nao sdo diferentes a um nivel de confianca de 95% Na determinacdo de
TBHQ um planejamento fatorial 2* foi aplicado no sentido de determinar as condig¢des
Otimas para a obten¢do da maior intensidade de emissdo. Avaliando os efeitos principais
e os fatores de interagao de cada varidvel quimica. O TBHQ apresentou maximos de
excitacdo ¢ emissao em 287 nm e 335 nm. As melhores condi¢des de analise o
procedimento apresentou uma curva analitica linear de 1,02x10° a 2,56x10™ mol L™ (r
=0,9999). Um limite de deteccdo de 8,37xlO'8 mol L foi obtido. O procedimento foi
utilizado para a determinacdo de TBHQ em amostras de creme vegetal, margarina,
maionese e Oleo vegetal. Recuperacdes de 84,7 a 109% foram obtidos para estas
amostras. O procedimento mostrou-se de facil aplicacao, sem a necessidade de etapa de

preparo de amostra laboriosa.

Vi



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF  SPECTROFLUORIMETRIC  PROCEDURES  FOR
DETERMINATION OF KETOCONAZOLE AND TBHQ IN SAMPLES OF
ENVIRONMENTAL, FOOD AND PHARMACEUTICAL INTEREST. This work
deals with the development analytical procedure for determination of Ketoconazole and
TBHQ employing molecular spectrofluorimetry in samples of environmental, food and
pharmaceuticals interests. These procedures developed do not use toxic reagents, in
which it is only necessary the use of ethanol, as well as HC1 0.10 mol L™ and surfactant
for extraction and determination steps, respectively. The results indicated the
dependence of emission signal with king of the surfactant and its concentration. The
best conditions were obtained with Cetyltrimethylammonium Bromide at pH 8.80. A
linear analytical curve until 1.01x10 mol L' of ketoconazole (r = 0.99) and a detection
limit of 1.83x10” mol L™ were obtained. The procedure was validated studying the
recovery of ketoconazole in pharmaceutical and environmental samples. The recovery
values between 76.0 to 98.1 % for water and 93.8 to 103% for pharmaceutical
formulations were obtained. The results obtained on the determination of ketoconazole
in pharmaceutical formulations were compared with results obtained by comparative
UV-Vis procedure, where no difference at 95% confidence level was found. In
development of procedure for determination of TBHQ in samples food, a factorial
design 2° was employed for determination of optimum conditions of sensitivity,
evaluating the main effects and interaction factors of each variable. In the optimized
conditions, the analytical curve was linear in 1.02x10° to 2.56x10° mol L' (r =
0.9999) and a detection limit of 8.37x10® mol L' was obtained. The developed
procedure was employed for determination of TBHQ in vegetable cream, margarine,
mayonnaise and vegetable oil. Recovery of 84.7 to 109% were obtained for these
samples. The procedure was easy to apply without the need of laborious sample

preparation step.
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1. INTRODUCAQO




1.1  Impactos dos farmacos no ambiente aquatico

E notério que o crescimento demografico e a expansio industrial trouxeram
como consequéncia a contaminacdo atmosférica, do solo e dos recursos hidricos em
diversas regides do planeta. Com isso, tem havido uma maior conscientizagdo de
determinados setores quanto a deterioracdo do meio ambiente e a necessidade de
controlar esse processo de degradagao. Os 6rgaos governamentais que trabalham na area
ambiental procuram atuar nas areas de degradacao, monitorando as espécies de interesse
ambiental.

A composicao quimica dos ambientes aquaticos vem sendo constantemente
alterada por fendmenos da natureza e, numa maior extensdao, por agao direta das
atividades humanas. Dentre os muitos tipos de agentes contaminantes ambientais, um
problema verificado recentemente ¢ a alta concentracdo de substancias que apresentam
atividades bioldgicas. Estas concentra¢des derivam do intenso uso por grande parte da
populagdo de produtos farmacéutico.

Os medicamentos que atingiram o prazo de validade indicado muitas vezes sdo
descartados através do vaso sanitario ou lixo doméstico, aumentado a carga poluidora
dos efluentes domésticos. Ainda, apds a administracdo desses farmacos ocorre a
absor¢ao pelo organismo e sdo metabolizados, sendo uma quantidade significativa
dessas substancias originais e seus metabolitos excretados por meio da urina e das
fezes[1-3].

Outra fonte de contaminacao ambiental por medicamentos sao os efluentes de
industrias farmacéuticas, instalagdes hospitalares, efluentes rurais e a presenca de
farmacos no esterco animal utilizado para adubacao de solo[2, 3]. Estudos demonstram
que varias dessas substancias parecem ser persistentes no meio ambiente € ndo sdo
completamente removidos nas Estagdes de Tratamento de Esgotos (ETEs)[4-6]. Desta
forma, muitos residuos de farmacos resistem a varios processos de tratamento
convencional de agua.

O grande consumo de medicamentos pela populagio vem acarretando o
aparecimento de compostos farmacologicamente ativos nos efluentes de Estacdes de
Tratamento de Esgotos (ETEs) e nas 4guas naturais, em concentragdes na faixa de pug L

e ng L'[2]. Neste contexto, o monitoramento de farmacos residuais e seus metabolitos



no meio ambiente vém ganhando interesse por parte da comunidade cientifica devido ao
fato de muitas substancias apresentarem atividade biologica.

A presenca de farmacos no ambiente cresceu substancialmente durante os anos
noventa, como consequéncia da publicacio de dados mostrando a presenga de
contaminantes com atividade bioldgica em diversos ecossistemas[3]. Um exemplo desta
situacdo ¢ o estudo realizado por Heberer[7], no qual encontraram concentracdes na
faixa de pg L' de 4cido clorifibrico, primidona, carbamazepina e ibuprofeno em
efluentes, efluentes de estagdes de tratamentos de esgoto e aguas superficiais na cidade
de Berlim-Alemanha. Neste mesmo estudo, concentragcdes do analgésico propifenazol e
o antiinflamatorio diclofenaco foram identificados em amostras de 4agua potavel nas
concentracdes de 80 ng L™ ¢ 10 ng L™, respectivamente.

Recentemente, Valcarcel e seus colaboradores[6] desenvolveram um estudo
para determinar a presen¢a dos medicamentos que apresentam maior prescri¢do ou taxas
de utilizagdo, tais como drogas cardiovasculares, analgésico, antiinflamatoério e
antipirético, que estavam presentes nos rios e agua de torneira na Regido de Madri na
Espanha. Das 24 substancias analisadas, 21 foram detectadas em concentragdes que
variaram de 2 ng L' a 18 pug L'. Os medicamentos ibuprofeno, diclofenaco,
furosemida, naxopreno, atenolol, gemfibrozil e hidroclorotiazida foram os que
apresentaram concentragdes mais elevadas.

No Brasil um estudo desenvolvido por STUMPF e colaboradores[5]
detectaram a presenga de antilip€micos, antiinflamatérios e alguns metabdlitos em
esgoto, em efluente de ETEs e em 4guas de rios no estado do Rio de Janeiro. Em
esgotos e aguas superficiais, os antiinflamatorios diclofenaco, ibuprofeno e cetoprofeno
foram detectados nas concentragdes na ordem de 0,40, 0,60 e 0,15 png L'l,
respectivamente.

Os farmacos sao desenvolvidos para ser persistentes, mantendo suas
propriedades quimicas o bastante para servir a um proposito terapéutico. A ocorréncia
de farmacos residuais no meio ambiente pode apresentar efeitos adversos em
organismos aquaticos e terrestres, seu uso desenfreado além de acarretar problemas
ambientais como a contaminacao dos recursos hidricos, pode contribuir para que alguns
organismos criem resisténcia a essas substancias, o efeito pode ser em qualquer nivel da
hierarquia bioldgica: célula, 6rgaos, organismo, populacao e ecossistema|1].

Dentro deste cenario ¢ imprescindivel o desenvolvimento de métodos

analiticos sensiveis na determinagdo dos farmacos residuais em ambientes aquaticos. Na
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literatura existem varios métodos analiticos para a determinacdo dessas substancias em
matrizes bioldgicas como sangue, urina e leite, sendo que algumas modificacdes nestes
métodos podem ser suficientes para verificar a ocorréncia de farmacos em aguas e

efluentes em baixas concentragoes.
1.2 Cetoconazol
1.2.1 Aspectos Gerais
Cetoconazol ¢ wum derivado de imidazol, (cis-1-acetil-4-[4-[[2-(2,4-
diclorofenil)-2-(1H-imidazol-1ilmetil)1,3-dioxolan-4-ilJmetoxi]fenil |piperazina, sendo

utilizado como agente antifungico. Sua formula molecular ¢ CcH,3Cl,O4N4 e sua

estrutura quimica esta apresentada na Figura 1.

S )

Figura 1 - Estrutura quimica do cetoconazol.

O cetoconazol ¢ uma base fraca com pK,; = 3,20 ¢ pK, = 6,10, sua forma
molecular ¢ ligeiramente hidrossoluvel[8]. Em solucdes aquosas o cetoconazol pode
sofrer reagdes de degradacdo, incluindo a oxidacdo e hidrdlise, se este ndo estiver
adequadamente formulado. Em meio &cido, o cetoconazol apresenta maior taxa de
degradacao, segundo estudos realizados por Skiba e colaboradores[9] a principal via de
degradacao ¢ a oxidagao.

Em solu¢do aquosa, o seguinte equilibrio ¢ estabelecido para a molécula de

cetoconazol (Figura 2)[8]:
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Figura 2 - Equilibrio quimico do cetoconazol.

Na Figura 3 estd representado o diagrama de distribuigdo das espécies de
equilibrio de cetoconazol em funcdo do pH[8]. As curvas de distribuicdo das espécies
mostram que a concentragio da espécie (BH,>") atinge um méximo em meio acido. A
medida que o pH aumenta, a concentracao desta espécie decresce e aumenta a
concentracdo da espécie (BH'), que atinge sua formagdo maxima em torno de pH 5. A

espécie totalmente desprotonada (B) ¢ encontrada proximo de pH 8.
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Figura 3 - Distribui¢do das espécies do cetoconazol em func¢ao do pH.

1.2.2 Mecanismo de acio e formas farmacéuticas

O cetoconazol foi sintetizado em 1979, sendo o primeiro azol administrado
oralmente para tratamento de infecgdes sistémicas por fungos, pode ser incorporado em
varias formas farmacéuticas[ 10].

Como os demais derivados imidazolicos antifungicos, o cetoconazol exerce
acdo fungicida por alterar a permeabilidade da membrana citoplasmatica dos fungos
sensiveis[3, 11, 12], que passam a perder cations, proteinas e outros elementos vitais,
ocorrendo por fim, o rompimento da membrana. Esta a¢ao decorre de sua interferéncia
na sintese de esterdis da membrana, inibindo a formagao do ergosterol a partir do seu
precursor, o lanosterol[13]. Como acontece com todos os agentes antiflingicos, o
cetoconazol funciona principalmente na inibi¢do da enzima citocromo P-450, a qual ¢
responsavel pela biossintese de esterol.

Devido ao seu poder antifungico, o cetoconazol apresenta elevada eficacia no
tratamento da candidiase, esofagiana, cutdnea e vulvovaginal, nas dermatofitoses e
pitiriase versicolor[11, 14].

Segundo VICOSA[13], no Brasil o cetoconazol ¢ comercializado sob a forma
de comprimido de 200 mg caixa com 10 ou 30 comprimidos, creme contendo 2 % de

cetoconazol, bisnaga de 30 g e shampoo a 2 % em frasco de 100 mL.



1.2.3 Alguns métodos para determinacio de cetoconazol

Diferentes métodos analiticos sdo descritos na literatura para determinagao de
cetoconazol, os quais sdo apresentados na Tabela 1. Entre estes destacam-se a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com deteccdo por ultravioleta,
métodos espectroscopicos, voltamétricos e termoanaliticos. No entanto, esses métodos
sao usados para determinacdao de cetoconazol principalmente em fluidos biologicos e
formulagdes farmacéuticas.

Para tal fim, ¢ util que sejam desenvolvidas procedimentos analiticos que
permitam determinar com rapidez, sensibilidade e baixo custo a concentragdo de
cetoconazol em ambientes aquaticos. Nesse contexto, a espectrofluorimetria mostra-se
como ferramenta promissora, ja que exibe reduzido custo se comparada as técnicas
cromatograficas, grande rapidez aliada a uma consideravel seletividade, sensibilidade e
simplicidade no tratamento das amostras. Além de evitar o uso de solventes organicos,
os quais apresentam elevada volatilidade e toxicidade.

Recentemente, BEIGI e colaboradores[14] utilizando a técnica de CLAE com
detec¢do ultravioleta em 212 nm desenvolveram uma metodologia para determinacio de
cetoconazol em amostras de leite bovino. A fase mével foi composta de acetonitrila e
tampao acetato de sodio (85:15, v/v) com pH ajustado a 4,6 a uma taxa de fluxo de 1
mL min™.

JALALI e AFHSOON][15] empregaram a reacdo entre o cetoconazol e [-
ciclodextrina para desenvolver um procedimento espectrofluorimétrico para a
determinagdo de cetoconazol em formulagdes farmacéuticas. O complexo de associagao
obtido entre o cetoconazol e B-ciclodextrina foi monitorado espectrofluorimetricamente
em 370 nm. Segundo os autores, os resultados obtidos foram satisfatorios em relacao ao
método oficial (erro relativo = 2,8 % e desvio padrao = 0,006).

A técnica de Voltametria de Onda Quadrada (VOQ) usando eletrodo polido de
amalgama de prata solido foi utilizada por DANTAS e colaboradores[3] para
determinagdo de cetoconazol em formulagdes farmacéuticas. Os resultados obtidos
foram comparados com os dados publicados utilizando eletrodo de merctrio[16] e
solidos, como pasta de carbono[17], ouro e eletrodo de platina[18]. O método proposto
foi satisfatorio e sendo os resultados concordantes com os métodos descritos na

literatura.



Tabela 1 - Procedimentos para determinagao de cetoconazol

Método Linearidade Limite de deteccio Amostra Ref.
(mol L")
vVOQ 4,97x107 - 4,30x10° 61,1 pg L Comprimido, creme e shampoo [3]
Espectrofotdmetria 3,01x10°-3,01x107 0,17 pg mL Comprimido, creme e shampoo [11]
CLAE-UV 1,13x10" - 9,03x10™ Nio fornecido Shampoo [12]
CLAE-UV 1,88x107 — 1,88x10° 0,01 pgmL™ Leite bovino [14]
Espectrofluorimetria 5,00x10™ — 1,88x10” 0,01 pgmL™ Comprimido, creme, shampoo e soro [15]
sanguineo
VPD 1,00x10"" = 1,00x10” 28,16 ng L' Urina [16]
VPD 3,0x10°-1,0x10™ Nao fornecido Comprimido e creme [19]
Espectrofluorimetria 3,76x10™ — 1,88x107 0,02 mg mL™ Comprimido, creme e shampoo, soro [19]
sanguineo
Espectrofluorimetria 9,3 5x10° - 1,50)(10'6 14,89 ng LT Comprimido [20]
Espectrofotometria 6,47x10” — 3,57x10™ 10,31 pg mL™ Comprimido e creme [20]
Espectrofotdmetria 2,18x107° —5,27x10™ 3,48 pgmL” Comprimido e creme [20]
Espectrofotdmetria 4,02x10"° - 3,21x10” 0,127 pg L™ Comprimido [21]
ECZ 2,35x107° —9,41x10™ 6,0 ug L’ Comprimido e creme [22]
CLAE-UV 2,82x10™° — 1,88x107 5pgL? Plasma sanguineo de cies [23]
CLAE-DAD 7,52x107 —9,41x10° 1,1 pgL! Soro sanguineo [24]

VOQ — Voltametria de Onda Quadrada; CLAE-UV — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detec¢do Ultravioleta; VPD — Voltametria de Pulso
Diferencial; ECZ — Eletroforese Capilar de Zona; CLAE-DAD - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo de Diodos.



1.3 A importancia dos antioxidantes

Os antioxidantes sdo compostos quimicos utilizados com a finalidade de inibir
ou retardar a oxidacao lipidica nos produtos alimentares, uma vez que os o6leos e
gorduras essenciais para a nossa dieta tendem a ter problemas de oxidacdo que afetam a
qualidade dos alimentos e podem colocar em risco a saide humana[25, 26].

Os lipidios sdo constituidos por uma mistura de tri, di e monoacilglicerois,
acidos graxos livres, glicolipidios, fosfolipidios, esterois e outras substancias. A maior
parte destes constituintes ¢ oxiddvel em diferentes extensdes, sendo que os acidos
graxos insaturados sdo as estruturas mais susceptiveis ao processo oxidativo[26].

A oxidacao lipidica ¢ responsavel pelo desenvolvimento de sabores e odores
desagradéveis tornando os alimentos improprios para consumo, além de provocar outras
alteracdes que irdo afetar ndo s6 a qualidade nutricional, devido a degradagdo de
vitaminas lipossoluveis e de 4dcidos graxos essenciais, mas a integridade e seguranca dos
alimentos, através da formagao de compostos poliméricos potencialmente toxicos[26,
27].

De acordo com a revisdo de RAMALHO e JORGE[26], os lipideos podem ser
oxidados por diferentes caminhos:

A. Reacdes Hidroliticas: sdao reagdes ocasionadas pela acdo de enzimas
lipases ou pela agdo de calor e umidade, que rompem a ligagdo éster dos lipideos,
liberando acidos graxos livres.

B. Oxidacdo enzimatica: sdo reagdes que ocorre pela acdo das enzimas
lipoxigenases que atuam sobre os acidos graxos poliinsaturados, catalisando a adi¢ao de
oxigénio a cadeia hidrocarbonada poliinsaturada. O resultado ¢ a formagdo de peréxidos
e hidroperdxidos com duplas ligagdes conjugadas que podem envolver-se em diferentes
reacdes degradativas.

C. Fotoxidag¢ao: mecanismo ocorrido em gorduras insaturadas promovido pela
radiacdo ultravioleta em presenca de fotossensibilizadores (clorofila, mioglobina,
riboflavina e outros) que absorvem a energia luminosa de comprimento de onda na faixa
do visivel e a transferem para o oxigénio triplete (*0,), gerando o estado singlete ('O,).

O oxigénio singlete reage diretamente com as ligagdes duplas por adicdo
formando hidroperoxidos diferentes dos que se observam na auséncia de luz e de
sensibilizadores, ¢ que por degradagdo posterior originam aldeidos, alcodis e

hidrocarbonetos.



D. Autoxidacdo: ¢ o principal mecanismo de oxidagdo dos 6leos e gorduras.
Este processo ocorre em trés etapas:

e Iniciacdo — o inicio da reacdo decorre da interagdo de um iniciador com o
oxigénio, que uma vez ativado, pode reagir com o acido graxo insaturado,
ocorrendo a retirada de um atomo de hidrogénio do carbono alilico na molécula
de 4cido graxo insaturado, resultando na formagao de radicais alilicos, segundo a

reacao:

RH — Re + He

Acido graxo insaturado Radical livre

e Propagacdo - os radicais livres que sdo prontamente susceptiveis ao ataque do
oxigénio atmosférico, sdo convertidos em outros radicais, aparecendo o0s
produtos primarios de oxidagdo (peroxidos e hidroperoxidos) cuja estrutura
depende da natureza dos acidos graxos presentes. Os radicais livres formados

atuam como propagadores da reacgdo, resultando em um processo autocatalitico:

Re + 02 — ROOQOe

Radical Peroxido

ROOs + RH —» ROOH + Re

Hidroperéxido

e Término - dois radicais combina-se, com a formacdao de produtos estaveis
(produtos secundarios de oxidag@o) obtidos por cisdo e rearranjo dos peroxidos

(epoxidos, compostos volateis e ndo volateis):

ROO- + R —» ROOR
ROO- + ROO- —» ROOR + O,

R- + R-—2 RR

Para evitar a autoxidacdo ha a necessidade de diminuir a incidéncia de todos os

fatores que a favorecem, mantendo ao minimo os niveis de energia (temperatura e luz),
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evitando ao maximo o contato com oxigénio e bloqueando a forma¢ao de radicais
livres[26].

Com o objetivo de prevenir a oxidagao de 6leos e gorduras sdao adicionadas
antioxidantes aos alimentos, que atuam interferindo nos processos de oxidagdao dos
lipidios. Segundo YANG e colaboradores[28], a maioria dos antioxidantes utilizados
nos alimentos contém um grupamento fendlico, tais como butil-hidroxi-anisol (BHA),
butil-hidroxitolueno (BHT) e terc-butil-hidroquinona (TBHQ). Seu emprego ocorre
devido a sua estabilidade quimica, baixo custo e disponibilidade. A Figura 4 apresenta a

estrutura molecular dos antioxidantes BHA, BHT e TBHQ.

OH OH OH
C(CH3); (H3C)sC C(CHg3)3 C(CH3)3
OCH, CH, OH
BHA BHT TBHQ

Figura 4 - Estrutura fenolica dos antioxidantes.

Dentre os antioxidantes fenodlicos apresentados na Figura 4, o TBHQ ¢ o mais
eficiente, em especial para 6leos vegetais. E resistente a altas temperaturas, menos
volatil que o BHA e o BHT e tem carry through razoavel em produtos assados e
excelente em frituras, comparavel ao do BHA[29], ou seja, apresenta uma capacidade

de escapar da degradacao no processamento para obter produtos assados e fritos.
1.4 Terc-butil-hidroquinona
1.4.1 Aspectos Gerais

Terc-butil-hidroquinona (TBHQ) ¢ um derivado de hidroquinona. E um
antioxidante sintético utilizado com a finalidade de inibir ou retardar a oxidacao lipidica
de 6leos, gorduras e alimentos gordurosos[26]. Possui formula molecular CoH,0; e sua
estrutura quimica esta apresentada na Figura 4.

Na Figura 5 apresenta-se o diagrama de distribuicdo das espécies de equilibrio
de TBHQ em fun¢do do pH (pKa=10,8). As curvas de distribuicdo das espécies

mostram que em pH acido a molécula de TBHQ encontra-se totalmente protonada
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(HA). A medida que o pH aumenta, a concentracdo desta espécie decresce e aumenta a

concentragdo da espécie (AY), que atinge sua formac¢do maxima em torno de pH 12.

1,0

HA A
0,8
0,6

0,4

0,2

0,0

pH

Figura 5 - Diagrama de distribui¢ao das espécies do TBHQ em fung¢do do pH.

1.4.2 Caracteristica e mecanismo de aciao

TBHQ ¢ um p¢ cristalino branco e brilhoso, moderadamente soltivel em o6leos
e gorduras. E considerado, em geral, mais eficaz em 6leos vegetais que BHA ou BHT;
em relagdo a gordura animal, ¢ tdo efetivo quanto o BHA e mais efetivo que o BHT. O
TBHQ ¢ considerado também o melhor antioxidante para 6leos de fritura, pois resiste
ao calor e proporciona uma excelente estabilidade para os produtos acabados[26].

A estrutura fenoélica deste composto (Figura 4Figura 4) permite a doacdo de um
préton a um radical livre, regenerando, assim, a molécula do acilglicerol e
interrompendo o mecanismo de oxidagdo por radicais livres. Dessa maneira, os
derivados fendlicos transformam-se em radicais livres[26, 30]. Entretanto, estes radicais
podem se estabilizar sem promover ou propagar reagdes de oxidacao conforme Figura

6.
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ROO- + AH —» ROOH + A

Antioxidante

RR + AH — RH + A

Antioxidante

Figura 6 - Mecanismo de acdo para o antioxidante TBHQ.

O 4tomo de hidrogénio ativo do antioxidante ¢ abstraido pelos radicais livres
R’ ¢ ROO’ com maior facilidade que os hidrogénios alilicos das moléculas insaturadas.
Assim formam-se espécies inativas para a reagdo em cadeia e um radical inerte (A")
procedente do antioxidante. Este radical, estabilizado por ressonancia, ndo tem a
capacidade de iniciar ou propagar as reagdes oxidativas[26].

No Brasil, o uso deste antioxidante ¢ controlado pelo Ministério da Saude, a
legislagdo que regulamenta ¢ a Resolucao n® 04/88 — CNS/MS 23, de 24 de novembro
de 1988 da ANVISA, que limita 200 mg/kg de TBHQ como concentragdo maxima

permitida.

1.4.3 Metodologia para determinacio de TBHQ

Uma variedade de métodos sao descritos para a quantificacdo de antioxidantes
devido a grande importancia dos antioxidantes no retardamento das reacdes oxidativas
em matrizes como: alimentos, 6leos e gorduras, cosméticos, biodiesel entre outros.
Atualmente, varias metodologias analiticas tem sido desenvolvidas para detectar e
quantificar os antioxidantes. Esses métodos incluem desde a deteccao qualitativa através
de reagdes colorimétricas até métodos quantitativos, como voltametria, polarografia,
espectrofotometria e cromatografia, sendo esta ultima a que exibe maior nimero de
trabalhos.

A técnica de Cromatografia Gasosa (CG) com detector de ionizagao de chama
foi utilizada por YANG e colaboradores[28] para determinagdo simultanea dos
antioxidantes fendlicos BHA, BHT e TBHQ em 6leos comestiveis e gorduras. A analise
de cada amostra levou 18 min. e as recuperagdes de antioxidantes de 6leos de cozinha
foram de 92,5 a 108,4 %.

GUAN e colaboradores[31] desenvolveram um procedimento analitico

utilizando Cromatografia Eletrocinética Capilar Micelar (CECM) com deteccao

13



eletroquimica para determinar BHA, BHT, TBHQ e propil galato (PG) em cosméticos e
produtos alimenticios.

Utilizando CLAE juntamente com um espectrometro de massas por captura de
ions HAO e colaboradores[32] propuseram uma metodologia para determinagdo de
TBHQ em o6leo vegetal comestivel, a recuperacdo das amostras fortificadas variou de
81,9 a 110,5 %. DING e ZOU[25] desenvolveram uma metodologia para determinar
BHT, BHA e¢ TBHQ em o6leos vegetais por Cromatografia Gasosa acoplada ao
Espectrometro de Massas (CG/EM), o método envolve duas etapas de microextracao e
uma centrifugacdo, sendo consumidos apenas 50 mg de amostra ¢ 1 mL de acetonitrila.
As recuperacdes dos antioxidantes fenolicos variaram de 95,6-104,3, 99,7-107,5 e 93,6-
103,8 para BHT, BHA e TBHQ, respectivamente.

TAKEMOTO e colaboradores[33] utilizando a técnica de CLAE com detecgao
ultravioleta em 280 nm analisaram os antioxidantes sintéticos PG, TBHQ, BHA ¢ BHT
em Oleos vegetais, margarinas e gorduras hidrogenadas. A metodologia mostrou-se
eficiente, com taxas de recupera¢do acima de 90 % para todas as substincias, além de
boa linearidade na faixa de concentracio de 40-240 mg Kg' e limite de quantificacio
16,55, 10,32, 1,40 ¢ 9,30 mg Kg’1 para o BHT, BHA, PG e TBHQ, respectivamente.

A técnica de amperometria foi utilizada por TORMIN e colaboradores[34] para
a determinagao direta do TBHQ em biodiesel de soja em eletrodo de carbono vitreo. As
amostras foram também analisadas por cromatografia liquida, sendo que os resultados
obtidos com o método amperométrico apresentaram boa concordancia com os do
método cromatografico. As recuperagdes com o método amperométrico para amostra
foram entre 90% e 95 %.

ARAUJO e demais autores [35] utilizando a técnica de Voltametria de
Varredura Linear (VVL) em eletrodo de pasta de carbono, propuseram uma
metodologia para determinacgdo eletroanalitica de TBHQ em biodiesel etilico de soja
para efeito de comparagdo foi utilizado CLAE e os resultados mostraram boa
concordancia. Segundo os autores, o método voltamétrico proposto tem as vantagens de
ser mais simples, mais rapido e de requerer menor quantidade de solventes organicos
que os procedimentos de CLAE.

Esse mesmo grupo desenvolveu um método eletroanalitico para determinacao
de TBHQ em amostras de biodiesel de soja, na presenca de surfactante Triton X-100

utilizando a técnica de Voltametria de Onda Quadrada (VOQ) em eletrodo de gota de
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mercurio suspensa (EGMS)[36]. Os resultados obtidos pelo método polarografico foram
satisfatorios em relacdo aos obtidos por CLAE.

CARAMIT e colaboradores[37] usaram eletrodos impresso de carbono para a
determinagdo simultanea e quantificacdo de TBHQ ¢ BHA em biodiesel empregando a
técnica voltamétrica e tampao Britton-Robinson como eletrélito suporte. Os limites de
detecgdo obtidos foram 3,40x107 mol L™ para TBHQ e 1,76x10” mol L' para o BHA.

Na Tabela 2 sdo apresentados alguns trabalhos descritos na literatura para a

determinac¢ado do antioxidante fenolico TBHQ.
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Tabela 2 - Procedimentos para determinacao de TBHQ

Regiso Linear de resposta

Limite de Deteccao

Técnica Extracao (mol L’l) (mol L'l) Amostra Ref.
CG/EM Acetonitrila 6,0x10° - 1,20x10™ 2,4x107 Oleos vegetais [25]
, 0l tivei d
CG/DIC Eter dietilico Nio fornecido 6,0x107 c0S COMESHVELS © BOTAUTAS —17g1
hidrogenadas
CECM Etanol 2,0x10° - 2,0x10™ 8,0x10” Cosméticos e Alimentos [31]
CLAE Etanol Nao fornecido Nao fornecido Oleo vegetal comestivel [32]
Hexano saturado 1 1 Oleos vegetais, margarinas e

LAE 40-24 K 2 K . 33
¢ oV com acetonitrila 0-240 mg Kg 79 mg Ke gorduras hidrogenadas [33]
Amperometria - 6,0x10” - 6,0x10™ 5,0x10° Biodiesel de soja [34]
VVL Metanol 9,95x107-9,53x10° 4,36x107 Biodiesel [35]
VOQ Metanol 1,05x10°-10,10x10° 3,43x10° Biodiesel [36]
VVL - 5,0x107 - 1,0x107 3,40x107 Biodiesel [37]

Solucdo metanol 2,0)(10'5 - 1,4)(10'4 % Creme de cogumelo
PD 4x1 38
v (50%)/4gua 1,2x10% - 2,2x10™ 74x10 fortificado [38]
GCE: 4-100 mg L .
VOQ Metanol Pt 10-130 nrqnggL'l Nao fornecido Maionese [39]
1,0x107- 1,0x10°
’ ’ Amost ilh i

VOQ ] 1,0x10°- 1,0x107 6,2x10° mostra de milho de pipoca

1,0x107 - 1,0x10™

fortificada

CG/EM - Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massa; CG/DIC — Cromatografia Gasosa com Detecg¢do por lonizacdo de Chama;
CECM - Cromatografia Eletrocinética Capilar Micelar; CLAE-UV — Cromatografica Liquida de Alta Eficiéncia; CLAE-UV — Cromatografica Liquida
de Alta Eficiéncia com deteccao Ultravioleta; VVL — Voltametria de Varredura Linear; VOQ — Voltametria de Onda Quadrada; VPD — Voltametria de
Pulso Diferencial; ECV - Eletrodo de Carbono Vitreo.
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1.5 Surfactantes

Surfactantes (ou tensoativos) simplificagdo do termo “agente ativo de superficie”,
refere-se a classe de compostos anfifilicos constituidos de uma porcao hidrofobica (apolar) e
uma porcao hidrofilica (polar)[41]. As principais caracteristicas do uso de surfactantes estao
relacionadas a formagdo de ambientes organizados, também conhecidos como ambiente
micelares[42].

Um surfactante tipico possui a estrutura R — X, onde R ¢ uma cadeia de
hidrocarbonetos variando de 8 -18 4tomos de carbono (normalmente linear) ¢ X o grupo
cabega polar (ou i6nico). Dependendo de X, os surfactantes podem ser classificados
como([43]:

A. Surfactantes nao-ionicos: ndo ionizam em solucdo aquosa, porque O seu

grupo hidrofilico ¢ de um tipo ndo-dissociavel, tal como alcool, fenol, éter, éster ou

amida.
CH;(CH,);1(OCH,CH,),;0H
Polioxietileno lauril éter (Brij-35)
B. Surfactantes cationicos: sdo dissociados em agua em um cation € um anion,

normalmente, um halogénio. Uma grande porcdo dessa classe corresponde os
compostos de nitrogénio, tais como sais de amonio quaterndrio, com uma ou varias

cadeias do tipo alquila.

NN NN NN
N*  Br
/\

Brometo de cetiltrimetilaménio (BCTA)

C. Surfactantes anionicos: sdo dissociados em agua na forma de um anion (parte
. 1 I , . + A+ A
hidrofobica), e um cation, o qual geralmente ¢ um metal alcalino (Na', K") ou amonio

quaternario.
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/\/\/\/\/\/\0803‘ Na*

Dodecil sulfato de sédio (DSS)

D. Surfactantes anfoteros: sao moléculas que se dissociam tanto em cations,
como em anions. E o caso de produtos sintéticos como betainas ou sulfobetainas e

substancias naturais tais como aminoacidos e fosfolipideos.

P S P VT W
/
3-(dodecildimetil amoénio) propano 1-sulfato (SB-12)

Os surfactantes sao importantes em quimica analitica devido a sua capacidade em
modificar o meio reacional, permitindo solubilizar espécies de baixa solubilidade ou
promover um novo meio que pode modificar a velocidade reacional, a posi¢cdo de equilibrio
das reagdes quimicas e alguns casos a estereoquimica destas dependendo da natureza da
reacdo, do tipo de reativo (eletrofilico, nucleofilico, etc) e do tipo de forma (catidnica,
anionica, etc) da micela.

Pode-se destacar o emprego de ambiente micelares principalmente sob dois aspectos,
o primeiro se refere a exploragdo das caracteristicas do ambiente micelar, formado no meio
reacional para a melhoria da sensibilidade e/ou seletividade, e o segundo se relaciona a etapas
de concentracdo e/ou separacdo, empregando tensoativos em substituicdo as metodologias
tradicionais (extragdo liquido-liquido, troca idnica) pela separacdo em duas fases isotropicas,
fendomeno este denominado ponto de névoa.

Micelas sdo agregados moleculares que apresentam ambas as regides estruturais,
hidrofilica e hidrofobica, que se associam espontancamente em solu¢do aquosa a partir de
certa concentragao micelar critica (CMC), formando grandes agregados moleculares de
dimensdes coloidais. Proxima da CMC existe um equilibrio dindmico entre mondmeros e
micelas. Abaixo da CMC, o tensoativo estd predominantemente na forma de monomeros[42].
Estas caracteristicas tém sido empregadas em fluorescéncia, pois apresenta vantagens sobre
ambientes convencionais de medidas nas quais incluem o aumento da sensibilidade e a
reducdo da interferéncia. Varios estudos avaliando a aplicacdo de ambientes micelares em
métodos fluorimétricos tém sido descritos na literatura[ 15, 19, 44-48].

Algumas solugdes de certos surfactantes nao-ionicos quando aquecidos acima de

uma temperatura (temperatura de ponto de névoa) exibem uma interessante propriedade de
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separar-se em duas fases. Depois de formadas as fases e o sistema centrifugado, duas fases
liquidas sdo obtidas[42, 49]. Uma fase contém o surfactante enquanto a outra contém o
surfactante com concentragdo proxima a CMC. A fase organica tem sido intensamente
empregada para a pré-concentracao de solugdes contendo diversos analitos como principios

ativos[32, 50].

19



2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivos Gerais

Desenvolvimento de procedimentos analiticos espectrofluorimétricos para
determinagdo de cetoconazol e terc-butil-hidroquinona (TBHQ) em amostras de interesse

ambiental, farmacéutico e produtos alimenticios.

2.2 Objetivos Especificos

Cetoconazol

e Estudar o comportamento dos surfactantes Brij-35, BCTA e DSS na fluorescéncia do
cetoconazol;

e Desenvolver metodologia analitica simples, rdpida e de baixo custo que permita
determinar a concentracdo de cetoconazol em diferentes matrizes (amostra de agua,

comprimidos, shampoo, suspensao e spray);

TBHQ

e Investigar o comportamento dos surfactantes Brij-35, BCTA e DSS na fluorescéncia
do TBHQ;

e Utilizar o planejamento experimental com andlise de superficie de resposta para
investigar interagdes entre fatores, como concentragcdo dos surfactantes e pH;

e Aplicar a metodologia desenvolvida para determinagdo da concentracdo de TBHQ em

amostras de creme vegetal, margarina, maionese e 6leo de soja.
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3. PARTE EXPERIMENTAL
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3.1 Equipamentos
3.1.1 Balanca analitica

Todas as pesagens foram realizadas utilizando-se uma balanga analitica modelo

FA104N com precisao de 0,1 mg.
3.1.2 Cuba de ultrassom

Um banho ultrassonico (Cristofilo, Sdo Paulo-SP) foi utilizado para dissolugdo dos

reagentes.
3.1.3 pHmetro
As determinacdes de pH das solugdes foram feitas em um medidor de pH marca
HANNA conectado a um eletrodo de vidro combinado e sensor de temperatura em acgo inox,
previamente calibrado com o uso de solu¢des tampao de pH 4,00 e 7,00.
3.1.4 Espectrofotometro
As medidas espectrofométricas foram realizadas em Espectrofotometro de Absorcao
Molecular UV-Vis Cary, modelo 50 CONC (Varian®) com cubeta de quartzo de 3,5 mL
(caminho 6ptico 10 mm).
3.1.5 Espectrofluorimetro
As medidas fluorimétrica foram realizadas em espectrofluorimetro (Varian Cary
Eclipse) equipado com uma lampada de xenonio, utilizando-se cubeta de quartzo, com quatro
faces polidas, caminho 6tico de 10 mm e volume de 3,5 mL.

3.2 Reagentes e solugoes

A solucdo estoque de cetoconazol 1,0x107% mol L foi preparada momento antes do

seu uso dissolvendo-se uma massa apropriada de cetoconazol (Galena, Campinas-SP, lote
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KET/M-10610, 99% pureza) em dagua contendo algumas gotas de acido cloridrico
concentrado. As solugdes de trabalho foram preparadas por diluigdes apropriadas da solucao
estoque em baldes de 10,00 mL, completando-se o volume com agua destilada.

A solugio estoque de TBHQ 2,40x107 mol L™ foi preparada dissolvendo-se 100 mg
desse reagente (Aldrich, 97% pureza) em um baldo volumétrico de 25,00 mL com etanol. As
solugdes de trabalho foram preparadas pelas diluicdes adequadas em baldes volumétricos de
10,00 mL, completando-se o volume inicialmente com agua destilada.

A solugdo tampdo de fosfato de potassio monobasico anidro (KH,POy) 1,0 mol L™
(Vetec, 99% pureza) foi preparada pela adicao de acido cloridrico concentrado ou solucdo de
hidréxido de potassio (KOH) 5,0 mol L™ para ajuste do pH.

Solugdes estoques dos surfactantes brometo de cetiltrimetilamoénio (BCTA), dodecil
sulfato de sodio (DSS) e polioxietileno lauril éter (Brij-35) 0,20 ¢ 0,10 mol L' foram
preparada dissolvendo-se uma massa apropriada em agua destilada. Todos os surfactantes

empregados foram de grau analitico (Vetec, Rio de Janeiro).

3.3 Amostras

As amostras dos medicamentos a base de cetoconazol foram obtidas no comércio
local em Dourados - MS:
e Cetomed® (CIMED Industria de Medicamentos Ltda, Minas Gerais) contendo 30
comprimidos com 200 mg de cetoconazol por comprimido;
e Cetoconazol® (Laboratorio TEUTO Brasileiro S/A, Goiés) contendo 30 comprimidos
com 200 mg de cetoconazol por comprimido;
e Creartop” (CIMED Industria de Medicamentos Ltda, Minas Gerais) contendo 20 mg
de cetoconazol em 1 mL de shampoo;
e Cetoconazol® (Laboratério Ibasa Ltda, Rio Grande do Sul) suspensdo oral contendo
20 g de cetoconazol em 100 mL do produto;
e Cetoconazol® (Laboratério Ibasa Ltda, Rio Grande do Sul) spray contendo 2 g de
cetoconazol em 100 mL do produto.
As amostras de agua utilizadas foram provenientes do rio Dourados (Dourados/MS).
Para os estudos no desenvolvimento do procedimento para a determinagdo de TBHQ,
as amostras foram adquiridas em estabelecimento local de Dourados-MS:

e Creme vegetal Primé® (Coamo, Agroindistria cooperativa, Parand);
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e Margarina Claybom” (Sadia S.A., Minas Gerais);
e Margarina Qualy” (Sadia S.A., Parana);
e Maionese Hellmann’s® (Unilever Brasil Industrial Ltda, Goias);

e Oleo de soja Concordia® (ADM do Brasil Ltda, Mato Grosso do Sul).

3.4 Procedimentos experimentais

3.4.1 Obtencdo do espectro de fluorescéncia para determinacio de Cetoconazol e

TBHQ

Para obteng¢ao dos espectros de emissdo, solu¢des de cetoconazol em meio BCTA 0,10

mol L™ e tampio fosfato de potassio monobésico anidro (KH,PO,) 1,0 mol L (pH = 8,80),

foram excitadas a um comprimento onda de 288 nm e a varredura do monocromador de
emissao foi de 310 a 800 nm. As janelas de excitacdo e de emissao tiveram abertura de 5 nm.

Os espectros de emissdo do TBHQ foram obtidos em meio Brij-35 5,0x102 mol L e

tampdo fosfato de potassio monobasico anidro (KH,PO4) 1,0 mol L™ (pH = 2,00), as solugdes

foram excitadas a um Aq,. de 287 nm e a varredura do monocromador de emissdo foi de 297 a

800 nm. As janelas de excita¢do e de emissdo tiveram abertura de 5 nm.

3.4.2 Preparo das amostras

3.4.2.1 Amostras de cetoconazol

Foram pesados e triturados cerca de 5 comprimidos de cada amostra (A ¢ B) em
almofariz com pistilo. Massas exatamente pesadas do po contendo cetoconazol foram
dissolvidas em &agua contendo algumas gotas de 4acido cloridrico concentrado em baldes
volumétricos de 100,00 mL. Apos 5 minutos de tratamento em banho de ultrassom, a
suspensao resultante foi filtrada. Procedimento semelhante foi aplicado para a preparacao das
amostras de shampoo e agua de rio. As amostras de suspensdo e spray foram pipetadas uma
quantidade apropriada da amostra e dissolvida em solugdo de HCI 0,10 mol L em baldo

volumétrico de 100,00 mL.
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Apobs o preparo das amostras, aliquotas destas solucdes recém-preparadas foram
transferidas para baldes volumétricos de 10,00 mL, a estas solugdes foram adicionados 5,0
mL de BCTA 0,20 mol L, 2,0 mL de solugdo tampio KH,PO4 1,0 mol L e o volume

completado com agua destilada.

3.4.2.2 Amostras de TBHQ

As amostras de creme vegetal, margarina, maionese e 0leo vegetal para determinagao
de TBHQ foram preparados através de solubilizacdo em etanol.

Para o preparo destas solugdes, quantidades apropriadas das amostras foram
transferidas para tubos de ensaio contendo 5 mL de etanol, este material foi entdo
centrifugado por 20 minutos para melhor separagao. Com auxilio de micropipetas aliquotas
das solugdes foram transferidas para baldes volumétricos de 10,00 mL contendo 5,0 mL de
Brij-35 0,10 mol L, 2,0 mL de solucdo tampao KH,PO4 1,0 mol L' e o volume completado
com agua destilada.

O método de adicdo de adicdo de padrao foi utilizado para a determinagdo de

cetoconazol e TBHQ nas amostras pelo procedimento proposto.

3.4.3 Medidas espectrofotométricas

As medidas espectrofotométricas foram realizadas com objetivo de estabelecer a
comparagdo com os resultados obtidos através da metodologia espectrofluorimétrica proposta.

O procedimento utilizado foi adaptado da metodologia desenvolvida por Vojic e
colaboradores[51]. As solugdes amostras foram preparadas dissolvendo uma massa
apropriada do po contendo cetoconazol em solucdo de HCI 0,10 mol L' em baldes
volumétricos de 100,00 mL. Apds 5 minutos de tratamento em banho ultrassom, a suspensao
resultante foi filtrada. Aliquotas apropriadas do filtrado foram transferido para baldes
volumétricos de 10,00 mL e o volume completado com solugdo de HCI 0,10 mol L
Procedimento semelhante foi aplicado para a preparagao da amostra de shampoo.

As medidas espectrofotométricas constituiram-se na determinacdo direta de
cetoconazol baseado na absor¢io do cetoconazol em meio de HCl 0,10 mol L' no
comprimento de onda de 223 nm, a absorbancia obtida foi comparada com solugdo padrao de

cetoconazol 1,01x1 0> mol L.
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3.4.4 Planejamento fatorial

Para otimizagdo do procedimento proposto para determinagao de TBHQ empregou-
se 0 método de planejamento fatorial 2% para avaliacio do maior efeito na resposta
(intensidade de emissdo) proporcionada pelo surfactante avaliado na determinacao
quantitativa de TBHQ em solu¢ao aquosa.

O planejamento fatorial foi realizado explorando-se os niveis maximos e minimos de
cada parametro quimico (pH e surfactante), com o objetivo de verificar o efeito de cada um
desses parametros e as interagdes entre eles. Dessa maneira, foram realizados 4 experimentos

em duplicata, conforme Tabela 3.

Tabela 3 — Planejamento fatorial 2° para avaliagio do efeito e interagio dos parmetros
avaliados na determina¢ao de TBHQ

Ensaio pH Surfactante
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1

Medidas de emissao de fluorescéncia foram feitas utilizando solugdes padrdo
aquosas de TBHQ descrita no item 3.2, em duplicata através de repeti¢des auténticas e de
maneira aleatéria. Na Tabela 4 sdo mostrados os diferentes fatores quimicos avaliados os

[I3RE

correspondentes niveis avaliados (os simbolos “+” e indicam a maior ¢ a menor

concentracdo ou pH, respectivamente).

Tabela 4 - Parametros quimicos avaliados na otimizagcdo do procedimento
espectrofluorimétrico
Surfactante Nlvels
-1 +1
Brij-35 1,010 mol L 1,010 'mol L™
BCTA 1,0x10* mol L™ 1,0x10" mol L™
DSS 1,0x10™ mol L' 1,0x10" mol L™
pH 7,04 10,77
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3.5 Procedimento para a validacio do método proposto

3.5.1 Determinacao da linearidade

O estudo do intervalo linear de trabalho foi determinado pelas determinagdes da
intensidade de emissao nas condigdes ja otimizadas.

A faixa linear da curva analitica foi determinada considerando-se a regressao linear,
entre os valores de intensidade de emisssdo e concentragdo da solug¢do padrao, pelo método
dos minimos quadrados, a fim de definir o coeficiente de determinacdo (R?), adotando o
pardmetro R” > 0,99 como aquele que define a faixa linear, conforme a recomendacio do
GUIA PARA VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS E BIOANALITICOS,
publicado pela Anvisa[52].

3.5.2 Estudo de recuperacio

No estudo da recuperagdo, aliquotas diferentes da solu¢ao de referéncia do analito
foram adicionadas em solugdes contendo um volume de amostra. Os resultados obtidos,
descontados daqueles originalmente sem a adigao da solugdo de referéncia, foram comparados
com a quantidade do analito adicionado na aliquota da solugdo padrio. Este estudo avalia a
interferéncia da matriz da amostra sob o sinal analitico do procedimento espectrofluorimétrico

proposto.

3.5.3 Preparacao do produto de degradacao acida e de oxidacao do cetoconazol

Com a finalidade de avaliar o efeito dos produtos de degradagdo do cetoconazol
durante a determinacdo de cetoconazol pelo procedimento proposto, duas solugdes de
cetoconazol 2,02x10” mol L' foram preparada, ambas o cetoconazol foi dissolvido em
solugdo de HCI 0,10 mol L. Os produtos da hidrélise foram obtidos mantendo a solugio
padrdo em ebulicdo sob refluxo por 30 minutos. J4 os produtos de degradag¢do por oxidagao
foram obtidos adicionado 1 mL de H,0O, (35%), em seguida a solucdo foi aquecida até a

ebulicdo sob refluxo por 30 minutos. As solugdes resultantes foram resfriadas e aliquotas
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apropriadas foram diluidas em 5,0 mL de BCTA 0,20 mol L, 2,0 mL de solucio tampo (pH

= 8,80) e o volume completado com agua destilada.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Desenvolvimento de um espectrofluorimétrico para determinacio de cetoconazol

em agua de rio e produtos farmacéuticos

Inicialmente, foi registrado espectro de emissao da solucao aquosa de cetoconazol
1,01x10* mol L', conforme mostrado na Figura 7. A substincia quando excitada no

comprimento de onda de 288 nm apresenta emissdo maxima em torno de 382 nm[19].

120
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Figura 7 - Espectro de emissio de cetoconazol 1,01x10™ mol L em meio aquoso (Aey = 288
nm; Aen = 382 nm).

4.1.1 Estudo dos efeitos dos parametros quimicos sobre o sinal de emissao

Devido a espectrometria de luminescéncia molecular ser uma técnica influenciada
por diversos fatores quimicos, os parametros quimicos foram otimizados univariavelmente,

buscando a melhor relacdo entre sensibilidade e repetibilidade.
Primeiramente, foi obtido espectro de emissdo de uma solugdo de cetoconazol

1,14x10™* mol L' na auséncia e na presenca de diferentes surfactantes, nas concentragdes

apresentadas na Figura 8 ¢ 9.
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Figura 8 - Espectro de emissio do cetoconazol 1,14x10™ mol L™ na auséncia e presenca
de diferentes surfactantes.

Nos estudos realizados com os surfactantes brometo de cetiltrimetilamonio (BCTA)
e polioxietileno lauril éter (Brij-35) resultaram em medidas com maior intensidade de emissao
e melhoria na resolucdo do espectro como mostrado na Figura 8. Porém, as medidas
realizadas com adi¢cdo do surfactante dodecil sulfato de sédio (DSS) resultaram em um

decréscimo na intensidade se comparadas as realizadas sem surfactante.
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Figura 9 - Espectro de emissio do cetoconazol 1,14x10™ mol L' contendo diferentes
concentragdes dos surfactantes (A) BCTA e (B) Brij-35. Condic¢des: em meio aquoso, (Aex =
288 nm; hemy = 377 nm).
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Intensidade / u.a

O gréfico referente ao sinal da intensidade de emissdo versus a concentra¢do dos
surfactantes BCTA e Brij-35 esta representado na Figura 10. Verifica-se que em ambos os
surfactantes, a intensidade de fluorescéncia de cetoconazol aumentou significativamente com
o aumento das concentracdes dos surfactantes. Avaliou-se o efeito da concentracdo dos
surfactantes até a concentra¢ao de 0,10 mol L, considerando-se a relag@o entre a intensidade
do sinal de emissdo e o consumo dos reagentes. A solubilizacdo de cetoconazol em meio
BCTA ou Brij-35 restringe o movimentos das moléculas hdspede, portanto, aumenta a
intensidade de fluorescéncia nativa de cetoconazol. Ambos os surfactante resultaram em
melhoria de sensibilidade, porém as medidas realizadas com o surfactante BCTA resultaram
em um aumento de 16,11% na intensidade de emissdo quando comparado com o Brij-35.

Assim a concentracio de 0,10 mol L BCTA foi considerada 6tima para estudos posteriores.
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Figura 10 - Dependéncia da intensidade de emissdo em fun¢do da concentragdo dos
surfactantes (A) BCTA e (B) Brij-35 para detecgdo de cetoconazol 1,14x10” mol L™! (n=2).
Condigdes: em meio aquoso, (Aex = 288 nm; Aeyy = 377 nm).

A influéncia do pH do meio reacional sobre o sinal analitico foi avaliada, por meio
do estudo de valores de pH na faixa entre 7,05 a 9,96. A Figura 11 apresenta os espectros de

solucdes de cetoconazol em diferentes pH.
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Figura 11 - Espectro de emissdo do cetoconazol 1,14x10™* mol L™ em diferentes pH na
presenca de BCTA 0,10 mol L. (hex = 288 nm; Aem= 377 nm).

O sinal analitico da solug¢ao de cetoconazol aumentou significantemente até¢ pH 7,81,
permanecendo constante para pH superiores (Figura 12). Isto ¢ devido ao fato de que em
solugdes acidas, o cetoconazol existe principalmente na forma (protonado) cationico. Cations
sao excluidos da micelas de BCTA positivamente carregada por causa da interacdo repulsiva
eletrostaticas com grupos trimetilamonio. Em pH maior cetoconazol ¢ desprotonado e pode
ser livremente solubilizados em microambiente micelar. Consequentemente, a mobilidade das
moléculas do cetoconazol dentro das micelas ¢ relativamente restrito, que ¢ acompanhada
pelo aumento correspondente na intensidade. Com isso, selecionou-se o pH 8,80 como 6timo
para a determinagao de cetoconazol.

O resultado apresentado na Figura 12 corresponde aos valores da distribuicdo das
espécies em meio aquoso apresentados na Figura 3. Acima do pH 8,0, a principal espécie

quimica em solugao ¢ o cetoconazol desprotonado, responsavel pela emissao da fluorescéncia.
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Figura 12 - Influéncia do pH na intensidade de emissio do cetoconazol 1,14x10™ mol L™ (n
=2) na presenca de BCTA 0,10 mol L™ .(Aex = 288 nm; Aem = 377 nm).

4.1.2 Parametros de confiabilidade analitica

A necessidade de qualidade nos resultados de analises quimica, através de sua
comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, estdo cada vez mais reconhecidas e
exigidas, uma vez que dados analiticos ndo confidveis ou resultados distorcidos podem
conduzir a decisdes desastrosas e a prejuizos financeiros consideraveis. Sempre que um
procedimento analitico ¢ proposto ou desenvolvido, existe a necessidade de se averiguar se o
método apresenta a performance adequada para as condi¢des nas quais ele sera aplicado.

A validagdo ¢ um processo de averiguacdo do desempenho de um método analitico,
com o intuito de avaliar se este apresenta adequado para as condi¢des nas quais sera aplicado.
Os resultados da validacao indicardo a possibilidade de aplicacdo do procedimento, do seu
proposito e/ou do 6rgao de fiscalizagdo a que estara sujeito.

Os parametros analiticos normalmente determinados sdo: seletividade; linearidade,
precisdo, robustez, limite de deteccdo, limite de quantificacdo e exatiddo. Estes termos sdo
conhecidos como parametros de desempenho analitico e, algumas vezes, como figuras
analiticas de mérito.

Depois de otimizado os parametros quimicos, obteve-se a curva analitica, com a
finalidade de se verificar a faixa linear entre a intensidade de emissdo ¢ a concentragdao de
cetoconazol. O procedimento proposto apresentou uma faixa linear variando de 1,01x10™ a
1,01x10™ mol L. A curva analitica pode ser descrita pela equacdo I = 1,08 + 5,08x10° x C; r
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. . .. , - -1 ,
= 0,998, onde / ¢ intensidade de emissao, C ¢ a concentracao de cetoconazol, em mol L™, er¢é
o coeficiente de correlagdo linear. A Figura 13 apresenta a curva analitica para a determinagao

de cetoconazol.
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Figura 13 - Curva analitica do procedimento espectrofluorimétrico proposto (n = 3).
Condig¢des: em pH 8,80 na presenca de BCTA 0,10 mol L! (Aex = 288 nm; Aey = 375 nm).

Os parametros de confiabilidade avaliados, limite de detec¢do (3XGpranco/inclinagdo
da curva analitica), limite de quantificacio e faixa linear do método proposto, sdo

apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 — Parametros de confiabilidade do procedimento espectrofluorimétrico proposto
para determinacao de cetoconazol

Limite de Detec¢o (3Gbranco) 1,83x10" mol L' (97,49 ug L")
Limite de Quantificagao (106 pranco) 6,18x1 07 mol L™
Faixa Linear 1,01x10%a 1,01x10* mol L™

36



4.1.3 Efeito dos interferentes produzidos pela hidrolise acida e oxidacdo do

cetoconazol sobre a intensidade de emissao

O efeito dos produtos de degradacdo de uma solugdo padriao de cetoconazol foi
investigada na determinacdo de cetoconazol empregando o procedimento proposto. Os
produtos da hidrolise acida do cetoconazol foram obtidos pela reacdo de uma solugdo padrao
de cetoconazol 2,0){10"5 mol L' em HCI 0,10 mol L mantida sob refluxo por 30 minutos. O
efeito dos produtos da hidrodlise sobre a intensidade de emissao foi estimado, avaliando-se a
recuperagdo de uma solu¢do padrio de cetoconazol em uma solugdo contendo uma
concentracio tedrica dos produtos da hidrolise de 2,0x10° mol L™

No caso da hidrolise acida, verificou-se uma diminui¢ao no sinal de emissao de 5%,
indicando pequena extensdo da degradacao do cetoconazol. Porém, uma recuperagao de
83,9% foi obtida, indicando interferéncia do produto degradado originado pelo tratamento da
solucdo na determinacdo de cetoconazol.

Os produtos de degradacao do cetoconazol por oxida¢dao foram obtidos apds
tratamento de uma solugdo padrao de cetoconazol 2,0x10° mol L em solugdo de HCI 0,10
mol L e 1 mL de perdxido de hidrogénio (35% m/m) mantido em refluxo por 30 minutos. O
efeito dos produtos da oxidagdo do cetoconazol sobre a determinagdo de cetoconazol foi
avaliado da mesma maneira que os produtos da hidrolise 4cida. Verificou-se um decréscimo
de aproximadamente 91% na intensidade de emissdo do cetoconazol, indicando a degradacao
do cetoconazol com o H,O,. Ainda, uma recuperagdo de 87,2% de cetoconazol adicionado foi
verificada, indicando que o produto da decomposi¢ao por oxidacao interfere na determinacao
do cetoconazol empregando o procedimento proposto, na concentragdo teorica avaliada.

A Figura 14 apresenta os espectros de emissdo do produto de degradacao do

cetoconazol.
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Figura 14 - Espectro de emissdo do produto de degradagio do cetoconazol 2,02x10” mol L™
na presenca de BCTA 0,10 mol L™ Ao =288 nm.

Tabela 6 - Estudo da interferéncia dos produtos de degradagao
Procedimento Adicionado/10™ mol/L Recuperado/10” mol/L  Recuperagio/ %
Hidrolise acida 4,12 3,47+0,12 83,9

Oxidagao 4,12 3,59 +0,01 87,2
n = 3; Média + Desvio Padrao

4.1.4 Estudo de recuperacio de cetoconazol em formulacoes farmacéuticas e

amostras de agua de rio empregando o procedimento proposto

No teste de recuperagdo do analito, duas concentracdes diferentes de solucao de
referéncia de cetoconazol foram adicionadas a solugdes de amostras farmacéuticas contendo
uma concentragdo de cetoconazol de 2,0x10”° mol L e os resultados obtidos, descontados
daqueles originalmente sem a adi¢do da solucdo de referéncia, foram comparados. Os

resultados da recuperagao estao apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 - Estudo da recuperagdo de cetoconazol em formulagdes farmacéuticas comerciais
Cetoconazol / mol L™

Amostra Recuperacao / %
Adicionado Encontrado®

2,04x10” 1,95x10” 95,7

A
(comprimido) 4,08x107 3,66x107 90,0
2,06x10” 1,94x107 94,5

B
(comprimido) 4,12x107 4,04x107 98,1
2,06x107 1,54x107 76,9

C
(shampoo) 4,12x107 3,36x107 81,7
2,01x10” 1,77x107 88,3

D
(suspensio) 4,02x10” 3,30x10” 82,1
2,01x10” 1,76x107 87,7

E
(spray) 4,02x10” 3,05x10” 76,0

n = 2; MédiatDesvio Padrao

Podemos verificar a influéncia da matriz de amostras na determinagdo de
cetoconazol nas formulagdes C a E devido a baixo valor de recuperacao (76 a 88,3%). Nestes
casos a determinacdo sera realizada empregando-se o método de adigdo multipla de padrao.
As formulagdes farmacéuticas A e B apresentaram uma menor interferéncia da matriz de
amostra, sendo assim a concentra¢ao de cetoconazol foi determinada utilizando o método de
adi¢ao multipla de padrao.

A aplicabilidade do procedimento proposto também foi investigada para a
determinagdo de cetoconazol em amostras de agua de rio. Recuperagdes de diferentes
quantidades de cetoconazol adicionados em amostras de agua do rio Dourados (MS) foram

determinadas e sdo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8 - Estudo da recuperagdo de cetoconazol em amostras de dgua de rio
Cetoconazol / mol L™

Amostra Recuperagao/%
Adicionado Encontrado

1,01x107 1,04x107 103

A
1,01x10* 9,48x107 93,8
1,01x107 9,76x10° 96,7

B
1,01x10* 9,54x107 94.4

Nas amostras de aguas, a recuperagao do cetoconazol variou entre 93,8 a 103 %,
indicando que o procedimento proposto ¢ adequado para determinacdo do analito em amostras

de aguas.

4.1.5 Aplicacao

O procedimento proposto foi aplicado na determinacdo de cetoconazol em 5
formulacdes comerciais disponiveis. A Tabela 9 apresenta os teores rotulados, encontrados
empregando-se o procedimento desenvolvido por VOJIC e colaboradores[51] e os teores
encontrados empregando-se o procedimento proposto. Aplicando-se o teste t-pareado,
verificou-se que ndo ha diferenca significativa entre os resultados obtidos utilizando-se os
dois procedimentos a um nivel de confianca de 95%. Pode-se verificar que as amostras de C a
E apresentaram um maior erro relativo quando comparada ao procedimento proposto. Vale
ressaltar que o procedimento comparativo baseia-se na determinagdo espectrofotométrica do

cetoconazol, sendo validado para formulagdes farmacéuticas na forma de comprimidos.
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Tabela 9 - Determinagdo de cetoconazol em formulagdes farmacéuticas

Encontrado
Amostra Rotulado E®
UV-vis Procedimento
proposto®

A 6954mgg’ 650,0 622,4 + 0,95 -4,3
B 5392 mg g’ 493,0 504,2 £ 1,04 2,3
C 20,0 mg mL™! 21,2 23,0 0,03 8,5
D 20,0 g 100 mL" 14,9 21,45+ 1,00 44
E 2,0 g 100 mL™ 1,90 3,08 +0,072 62

@ Média + Desvio Padrio
® procedimento proposto vs. Procedimento comparativo.
Lealeulado = 03219 Leritico = 2977

4.2 Desenvolvimento de um procedimento espectrofluorimétrico para a determinacio

de Terc-butil-hidroquinona (TBHQ) em amostras de interesse alimenticio

Inicialmente, com objetivo de avaliar o perfil de absor¢ao da molécula de TBHQ na
regido ultravioleta do espectro eletromagnético, obteve-se o espectro de absor¢do de uma
solugdo padrao de TBHQ 1,76x10* mol L™.

O espectro da solucdo de TBHQ em meio etanol e agua destilada foi obtido entre 200
e 800 nm. Agua destilada foi utilizada como branco nas leituras. O espectro de absor¢do é

apresentado na Figura 15.
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Figura 15 - Espectro de absor¢do molecular na regido do UV-Vis da solugio de TBHQ
1,76x10* mol L' em meio aquoso.

Considerando que a solucdo de TBHQ absorve energia na regido do ultravioleta
passou-se a etapa seguinte, em que matriz de excitagdo-emissao foi construida para se avaliar

o melhor comprimento de onda a ser usado para excitagao.

4.2.1 Definicio do comprimento de onda de excitacdo (A.) utilizando matriz de

excitacao-emissao (EEM)

A definicdo do melhor comprimento de onda a ser utilizado para a excitacdo do
TBHQ foi realizada através de analises de matriz de excitagdo-emissdao. Para construcao dos
diagramas de superficie apresentado na Figura 16, foi tracado espectro de emissdo variando-se
0 Aex 200 a 400 nm, com incrementos de 5 nm. A varredura do monocromador de emissdo foi

de 210 a 600 nm com intervalos de 5 nm.
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Figura 16 - Diagrama de superficie correspondente a intensidade de emissdo da solucdo de
TBHQ 1,71x10” mol L™ em solugio de HC1 0,1 mol L™.

Pelo diagrama construido na EEM foi possivel observar um perfil completo de
emissao do TBHQ, relacionado aos comprimentos de onda de excitagdo. Sendo assim, o
comprimento de onda de excitagdo de 287 nm produziu a maior intensidade de emissdo que
ocorreu em 335 nm. A Figura 17 apresenta o espectro de excitacdo e emissdo de TBHQ

1,76x10° mol L.
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Figura 17 - Espectro de (A) excitagio e (B) emissdo do TBHQ 1,76x10” mol L™ em solugio
de HC1 0,1 mol L. hex= 287 nm € Aem = 335 nm.

4.2.2 Planejamento fatorial

A analise multivariada vem sendo amplamente utilizada para identificar as variaveis
que exercem maiores influéncias no desempenho de um determinado processo. Planejamentos
fatoriais estdo relacionados ao planejamento de experimentos que possibilitem a medida dos
efeitos de determinados fatores sobre a resposta, levando-se em conta um numero total de
experimentos consideravelmente reduzido[53].

Com o objetivo de maximizar o sinal de emissao do TBHQ, um planejamento
experimental com analise de superficie de resposta foi realizado para investigar interagdes
relevantes entre fatores. A partir desta avaliagdo foi possivel fazer um ajuste das condigdes
experimentais e obter uma avaliacdo preliminar da robustez da resposta analitica em relagao a
cada um dos fatores.

Para obten¢do de uma melhor resposta analitica, a triagem das variaveis envolvidas
foi feita a partir de um planejamento 2°, nas quais as varidveis de interesse foram: pH e a
concentracdo dos surfactantes (Brij-35, BCTA e DSS). Este planejamento foi realizado em
condigdes experimentais definidas, preliminarmente em dois niveis alto (+) e baixo (-),
conforme matriz de planejamento apresentada na Tabela 3.

Os célculos dos efeitos foram realizados empregando planilha do Excel

disponibilizada por Teofilo e colaboradores[54]. As analises dos efeitos indicaram que os
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parametros quimicos avaliados apresentaram efeitos significativos a um nivel de confianca de

95%.

A resposta do sistema quimico (emissao) € descrita conforme a equagao abaixo:

Y =Bo + Bix (x) + Bax (y) + P2 X (X) X (¥)

Na equagdo os valores P, B; e B> indicam a média de todas as respostas obtidas, o
efeito dos pardmetros pH e concentracao do surfactante, respectivamente, sobre a resposta do
sistema. O coeficiente P, indica a interagdo entre os efeitos pH e concentragdo dos
surfactantes estudados.

A Figura 18 representa a visualizacdo do principal efeito da concentracdo do
surfactante Brij-35 e pH sobre a intensidade emissdao do TBHQ, considerando um nivel de
95% de confianca. O modelo matematico que descreve o comportamento da emissdo de

acordo com os parametros quimicos obtido ¢ descrito conforme equagdo abaixo:
Y =220,88 - 69,16 X (x) +312,49 X (y) + 54,31 X (x) X (y)
Pode se verificar que o efeito do pH ¢ negativo, quando o valor passa do nivel -1

para o nivel +1. O efeito da concentracdo de Brij-35 ¢ de +312,49, isto indica que a medida

que a concentracdo aumenta, seu efeito sobre a intensidade de emissdo € positiva.

[Brij-35] / mol L™

-10 -08 -06 -04 -02 00 02 04 06 08 10
pH

Figura 18 — Estudo da influéncia do surfactante Brij-35 vs. pH sobre a intensidade de
emissao. (Aex =287 nm; Aey = 332 nm).
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Verifica que o melhor sinal analitico ¢ obtido quando hd um aumento no valor da
concentracdo do surfactante Brij-35. Este comportamento provavelmente deve-se a
solubilizacao de TBHQ, em ph menores que 11, no interior das micelas formadas restringindo
o movimento das moléculas hospede. Este processo resulta no aumento da intensidade de
emissdo do TBHQ. O pH da solucdo tem menor influéncia na intensidade de emissdo. Pelo
grafico de distribui¢do das espécies (Figura 19) de TBHQ, observa que em solugdes em pH
menores que 11, a principal espécie do TBHQ existe estd na forma nao i6nica, em pH maior
TBHQ ¢ desprotonado. Como Brij-35 ¢ uma molécula neutra, em pH baixo TBHQ pode ser

livremente solubilizado.

HA -

0,8 4

0,6 -

0,4

0,24

0,0

Figura 19 — Grafico da distribuicdo das espécies de TBHQ em funcao do pH.

O aumento da concentragdo de BCTA ocasiona também efeitos significativos na
intensidade de emissao do TBHQ (B, = 161,33), porém maior intensidade ¢ obtida em baixos
valores de pH (B, = -82,87), conforme ilustrada na Figura 20. A curva de superficie de
resposta foi construida de acordo com os valores dos efeitos principais e de interagao entre os

parametros obtidos e descritos pela equagao abaixo:

Y = 140,85 — 82,87 x (x) + 161,33 X (y) + 33,37 x (x) X(y)

Na faixa de pH avaliada, nos menores valores de pH, a espécie de TBHQ existentes
em solucdo ¢ a desprotonada (A”). Desta maneira ocorre uma solubiliza¢io da espécie nas

micelas do surfactante cationico. No valor de pH mais elevado, ocorre uma diminui¢do da
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intensidade de emissdo, provavelmente devido ao aumento da for¢a id6nica do meio reacional.
. , _ . . - ey - 2-
Desta maneira, os ions OH’, associados ao BCTA, impediriam a solubilizacdo do TBHQ (A™)

em seu interior.
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Figura 20 - Estudo da influéncia do surfactante BCTA vs. pH sobre a intensidade de emissao.
hex = 287 nm; Ay = 332 nm.

Ao contrario dos outros surfactantes citados acima, a concentracdo do surfactante
DSS teve menor influéncia sobre a intensidade de emissdo de TBHQ, como pode ser
observada pela equagao que descreve a variagao da intensidade de emissao de acordo com a

variagdo dos parametros avaliados:

Y = 94,26 — 72,46 x (x) + 62,81 X (y) + 48,29 X (x) X (Y)

Na Figura 21, verifica-se que em pH menores ocorre um aumento na intensidade de
emissdo. O fato deve-se que em solugdes basicas, TBHQ existe principalmente na forma
desprotonada. Anions sio excluidos da micelas de DSS negativamente carregada por causa da
interagdo repulsiva eletrostaticas com grupos sulfato. Em pH menor o TBHQ esta totalmente
protonado e pode ser livremente solubilizados em microambiente micelar. Consequentemente,
a mobilidade de moléculas de TBHQ dentro das micelas ¢ relativamente restrita, que ¢

acompanhada pelo aumento correspondente na intensidade.
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Figura 21 — Estudo da influéncia do surfactante DSS vs. pH sobre a intensidade de emissao.

hex = 287 nm; Aem= 332 nm.

4.2.3 Estudo da concentracio do Brij-35 e pH

Como os resultado no teste preliminar utilizando o surfactante Brij-35 mostraram-se
satisfatorios, deu-se inicio a um estudo da influéncia da concentracdo do Brij-35 e pH sobre a
intensidade de emissdo do TBHQ. Diversas solugdes contendo diferentes concentragdes de
Brij-35 foram testadas para a resposta do TBHQ, a saber: 5,01x10'2, 5,01)(10'3 e 5,01x107
mol L'l, respectivamente nivel -1, o e +1. Os valores avaliados foram 2,0, 7,0 e 11 (niveis -1,
0 e +1, respectivamente). Os valores de intensidade de emissao em fun¢do da concentragdao do
Brij-35 e pH sao apresentados na Tabela 10.

Com os resultados, obtemos uma equag¢do que descreve a influéncia dos fatores

avaliados sobre a intensidade de emissdo do cetoconazol:

Y =362 - 68,4 X (x) +426,3 X (y) + 83,35 X (x) X (¥)

Onde Y ¢ a intensidade de emissdo, X € o fator pH e y o fator concentragdo de Brij-
35. Verificamos, que quando passamos do nivel -1 para o +1 do pH, ocorre um pequeno
incremento da intensidade de emissao. Quando aumenta-se a concentragdo de BRIJ-35 do
nivel -1 para +1, ocorre um incremento da intensidade de emissdo. O efeito do aumento
simultaneo dos fatores de -1 a +1 promove um aumento na intensidade de emissao, verificado

pela constante de 83,35.
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Na Figura 22, apresenta-se a influéncia dos fatores na intensidade de emissdo do
TBHQ, avaliando-se uma faixa de pH menor que a apresentada na Figura 18. Desta maneira,

selecionou-se um pH de 2,0 para quantificacio de TBHQ empregando o procedimento

proposto.

Tabela 10 - Efeito da concentragdo do surfactante Brij-35 ¢ pH sobre a emissao do TBHQ

Concentragio Brij-35/ mol L™

H

P 5,01x107 5,01x107 5,01x107
2,0 494 +52 - 155+ 0,4
7,0 - 4579 + 10,5 -
11,0 504 + 13 - 43 +13

0

1625
3250
4875
6500
8125
9750
1,138E4

1,300E4

brij-35

-1 0 1
pH

Figura 22 - Estudo da influéncia do surfactante Brij-35 vs. pH sobre a intensidade de

emissao. Aex = 287 nm; Aemy = 332 nm.
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4.2.4 Parametros de confiabilidade analitica

Utilizando os parametros quimicos previamente otimizados, foi avaliado a
linearidade do procedimento espectrofluorimétrico, monitorando-se o sinal de emissdao de
diferentes solu¢des padrao do antioxidante. A Figura 23 apresenta os espectros de emissao

obtidos em nove concentragdes de TBHQ no intervalo de 1,02)(10'6 a2,56x10” mol L.

600 - " ;
— 1,02x10" mol L

———1,71x10% mol L
-~ 4,10x10° mol L
——6,15x10° mol L

8,54x10° mol L™
——1,09x10®° mol L

1,50x10° mol L
———1,71x10° mol L
——— 2,56x10° mol L

500 —

400

300+

Intensidade / u.a

200+

100

T T T T T T T T T T T T
300 350 400 450 500 550 600
Comprimento de onda / nm

Figura 23 - Espectro de emissdo de solu¢des padrao de TBHQ. Meio contendo pH 2,09 e
Brij-35 5,0x10% mol L Aex = 287 nm.

Com a finalidade de avaliar a melhor maneira de obter a linearidade do procedimento
proposto, estudou-se diferentes formas de tratamaneto do espectro emissao que sao descritas a
seguir. Obtiveram-se os sinais para cada solu¢do empregando a area da curva do espectro de
emissao (método A), magnitude da intensidade de emissao, independente do A, (método B) e
a magnitude da intensidade de emissao no Aey de 331 nm (método C).

Tabela 11 mostra a equacao que descreve as retas e os coeficientes de regressdo
linear encontrados para o procedimento proposto. Como ¢ possivel observar o sinal que foi
obtido através da area da curva do espectro de emissao (método A) apresentou maior
sensibilidade (inclinagdo = 9,24x10®) . A partir deste pardmetro optou-se em obter o sinal por

meio da area da curva do espectro de emissao.
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Tabela 11 — Parametros de confiabilidade analitica do procedimento espectrofluorimétrico
proposto para determinagdo de TBHQ

Método Equacio da curva analitica R
A A=-48535+924x10° x C 0,9999
B [=-11,72+2,21x10" x C 0,9999
C [=-5,79+2,18x10" x C 0,9999

A partir dos valores da drea da curva do espectro de emissdo, construi-se a curva
analitica que ¢ apresentada na Figura 24, cada ponto representa a média de duas medidas

experimentais.

25000

20000

15000 +

Area

10000 —

5000

T T T T T T T T T T
0,0 50x10°  1,0x10°  1,5x10°  2,0x10°  2,5x10°  3,0x10°
[TBHQ] / mol L

Figura 24 — Dependéncia da area do espectro de emissdo em funcdo da concentragcdo de
TBHQ. Condigdes: em pH 2,09 na presenca de Brij-35 5,0x102 mol L' (e = 287 nm).

O limite de deteccao foi de 8,37){10'8 mol L'l, indicando detectabilidade aceitavel
quando comparado com procedimento descritos na literatura (Tabela 2), o que viabiliza a
utilizacdo da técnica no desenvolvimento de um método espectrofluorimétrico para

quantificagdo de TBHQ em amostras de interesse alimenticio.
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4.2.5 Estudo de recuperacio de TBHQ em amostras de creme vegetal, margarina,

maionese e 0leo vegetal

A avaliagao da recuperagdo de TBHQ nas amostras foi realizada empregando-se
cinco produtos disponiveis comercialmente. O estudo foi realizado adicionando-se aliquotas
de solugdo de referéncia de TBHQ a uma solu¢do da amostra, obtendo-se assim trés
concentracdes finais de aproximadamente 1,00x10'6, 8,50){10'6 e 2,50){10'6 mol L. A
porcentagem de recuperacao do analito nas amostras foi obtida comparando-se a resposta da
solugdo na qual se adicionou a solucdo padrdo com o sinal analitico da solu¢do de amostra
sem a adi¢do das solugdes padrdo. Os valores de recuperagdo estdo apresentados na Tabela
12.

Os valores de recuperacdo variaram entre 84,7 a 109 %, indicando que as matrizes de
amostras avaliadas ndo interferem na determinacdo de TBHQ empregando o procedimento

espectrofluorimétrico proposto.
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Tabela 12 - Estudo da recuperacao de TBHQ em amostra comerciais

TBHQ / mol L'
Amostra Recuperacao
Adicionado Encontrado (%)
1,05x10° 1,09x10°+7,63x10° 104
A 8,89x10° 9,73x10°+2,12x10™ 109
(creme vegetal)
2,47x107 2,47x10°+7,15x107 100
1,24x10° 1,05x10°+3,22x107 84,7
B 8,43x10° 8,05x107°+2,12x10°* 95,5
(margarina)
2,34x107 2,10x107°+2,12x107’ 90,60
1,20x10° 1,15x10°+7,07x10” 95,8
C 8,62x10° 9,39x10°+2,37x107 109
(margarina)
2,45x107 2,22x10°+1,67x107 90,6
1,24x10° 1,24x10°+2,28x10° 100
D 8,44x10° 8,51x10°+2,16x107 101
(maionese)
2,44x107 2,12x10°+1,92x1077 87,2
9,64x10” 1,02x10°+1,41x10° 105
E 8,55x10° 8,42x10°+7,85x10™ 98,5
(6leo de soja)
2,37x107 2,54x107°+7,99x10® 107
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5. CONCLUSOES
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O método proposto, utilizando a técnica espectroscopia de luminescéncia molecular
mostrou-se seletivo, linear e exato para a determinagao de cetoconazol e TBHQ.

A aplicagdo do método analitico possibilitou a quantificagao de cetoconazol e TBHQ
em amostras ambientais, alimenticias e farmacéuticas e mostrou-se de facil implementagao,
sem a necessidade de tratamento laborioso da amostra.

O método de adicdo de padrao foi utilizado para a determinagdo de cetoconazol nas
amostras, para as amostras contendo cetoconazol as recuperagdes variaram entre 76,0-
103,2%, enquanto que para as amostras de TBHQ obtiveram-se recuperagdes entre 84,7-
109%. Avaliando os parametros de validagdo, foi possivel verificar que a metodologia
desenvolvida pode ser aplicada na analise das amostras.

A grande vantagem do método proposto para a determinacdo de cetoconazol e
TBHQ por fluorescéncia ¢ a ndo necessidade de tratamento laboriosos da amostra antes da
analise. Outra caracteristica importante ¢ o fato de que nao hé necessidade de serem utilizados
outros reagentes cromoforos e solventes além da agua, pois o analito ¢ altamente fluorescente,
estando de acordo com os principios pelos quais a mesma pode ser inserida na nova tendéncia

da quimica analitica, a quimica verde.
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