PUC-RIo - Certificagao Digital N° 0510428/CA

Flavia Ferreira de Carvalho Marques

Desenvolvimento de métodos analiticos
espectroluminescentes e eletroforéticos para a
determinacao de alcaloides (beta-carbolinas,
camptotecina e derivados) de interesse farmacoldgico

Tese de Doutorado

Tese apresentada ao Programa de Pés-graduacgao
em Quimica da PUC-Rio como requisito parcial para
obtencao do titulo de Doutor em Quimica.

Orientador: Ricardo Queiroz Aucélio

Rio de Janeiro
mar¢o de 2009


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0510428/CA


PUC-RIo - Certificagao Digital N° 0510428/CA

-

(@) "y s =L 2(®)
fero
‘\«ﬁé\ é}y‘r‘\\i{« =

K0 4
Jeravs)

Flavia Ferreira de Carvalho Marques

Desenvolvimento de métodos analiticos
espectroluminescentes e eletroforéticos para a
determinacao de alcaloides (beta-carbolinas,
camptotecina e derivados) de interesse farmacolégico

Tese apresentada como requisito parcial para obtencdo do
titulo de Doutor pelo Programa de Pos-Graduacdo em Quimica
da PUC-Rio. Aprovada pela Comissdo Examinadora abaixo
assinada.

Prof. Ricardo Queiroz Aucélio
Orientador
Departamento de Quimica - PUC-Rio

Profa. Tatiana Dillenburg Saint Pierre
Departamento de Quimica — PUC-Rio

Dr Arthur de Lemos Scofield
Departamento de Quimica — PUC-Rio

Prof. Aderval Severino Luna
Instituto de Quimica — UERJ

Profa. Shirley de Mello Pereira Abrantes
Departamento de Quimica — INCQS — Fundagao Oswaldo Cruz

Prof. Annibal Duarte Pereira Netto
Departamento de Quimica — UFF

José Eugenio Leal
Coordenador Setorial de Pesquisa e Pds-Graduacao
do Centro Técnico Cientifico - PUC-Rio

Rio de Janeiro, 31 de marco de 2009


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0510428/CA


PUC-RIo - Certificagao Digital N° 0510428/CA

Todos os direitos reservados. E proibida a reprodugao total
ou parcial do trabalho sem autorizacdo da autora, do
orientador e da universidade.

Flavia Ferreira de Carvalho Marques

Mestre em Quimica Analitica pela Pontificia Universidade
Catélica do Rio de Janeiro (2005). Pos-graduada na
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ) no curso
de Especializagao no Ensino de Quimica (2000). Graduada
em Licenciatura Plena em Quimica na mesma
universidade (UERJ) em 1998. Trabalhou em industrias de
bebidas, farmacéutica e de Oleos e aditivos para
combustiveis (1993 a 2003) e também como apoio técnico
de consultoria em laboratérios (2006). Foi aluna da Escola
Técnica Federal de Quimica do Rio de Janeiro (1993).
Leciona no ensino médio desde 1999.

Ficha Catalografica

Marques, Flavia Ferreira de Carvalho

Desenvolvimento  de métodos analiticos
espectroluminescentes e  eletroforéticos para a
determinagao de alcalbides (beta-carbolinas, camptotecina
e derivados) de interesse farmacolégico / Flavia Ferreira de
Carvalho Marques ; orientador: Ricardo Queiroz Aucélio. —
20009.

237f.:il. ;30 cm

Tese (Doutorado em ciéncias — Quimica
Analitica) — Pontificia Universidade Catélica do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2009.

Inclui bibliografia

1. Quimica — Teses. 2. Camptotecina e
derivados. 3. Beta-carbolinas. 4. Fluorimetria. 5.
Fosforimetria. 6. Eletroforese capilar. 7. Seletividade. 8.
Incertezas de medicdo. |. Aucélio, Ricardo Queiroz. II.
Pontificia Universidade Catélica do Rio de Janeiro.
Departamento de Quimica. Ill. Titulo.

CDD: 540



DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0510428/CA


PUC-RIo - Certificagao Digital N° 0510428/CA

Acima de tudo, a Deus,
por ter me dado a vida e a sabedoria.

Aos meus pais, Hamilton e Lenita,
por toda amizade e incansavel ajuda.

Em especial ao meu esposo Marcio,
pela paciéncia, compreensao e apoio.

Principalmente aos meus filhos Lucas e Gabriel,
meus maiores incentivos para esta conquista.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0510428/CA


PUC-RIo - Certificagao Digital N° 0510428/CA

Agradecimentos

Ao professor e orientador Ricardo Queiroz Aucélio, pelos ensinamentos, pela
confianca em meu trabalho e pela oportunidade de ter aprendido a valorizar e a

amar a pesquisa.

A todos os professores do Departamento de Quimica da PUC-Rio, os quais
muito contribuiram para o aumento do meu conhecimento. Também a
professora Cassia do Departamento de Fisica pelas tentativas na identificacao
de fotoprodutos por LDI e Cf-PDMS.

A todos do LEEA, Eliane, Thiago, Sonia, Elaine, Wagner, Carlos, Renata e
Flavia Figueiredo pelas colaboragbes, trocas de ensinamentos e o6tima
convivéncia no laboratério, mas especialmente a Cabrini Ferraz por ter me dado
0s primeiros passos na técnica de eletroforese capilar. Um agradecimento
especial a amiga Alessandra por sua agradavel amizade e por toda troca de

experiéncia profissional que tivemos, principalmente nos assuntos metrologicos.

A todos da minha familia que muito me ajudaram ao longo destes quatro anos,
cuidando dos meus filhos Lucas e Gabriel para que eu pudesse estar tantas
horas ausente, dedicando-me a pesquisa. Agradeco especialmente a minha
méae Lenita, minha sogra Marisia, minha avé Lizete, minha afilhada Erica, minha
irma& Marcela e meu primo Bruno. Um agradecimento muito especial ao meu
falecido av6 Geraldo por todo o seu incentivo e por amostras bioldgicas por ele
cedidas.

Aos professores participantes da comissao examinadora.

A PUC-Rio pela organizagao e qualidade do curso oferecido, e aos funcionarios
do Departamento de Quimica.

Ao CNPq, FAPERJ e FINEP-MCT pelo suporte financeiro.

A todos aqueles que de alguma forma contribuiram para que este trabalho
fosse realizado


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0510428/CA


PUC-RIo - Certificagao Digital N° 0510428/CA

Resumo

Marques, Flavia Ferreira de Carvalho; Aucélio, Ricardo Queiroz
(orientador). Desenvolvimento de métodos analiticos
espectroluminescentes e eletroforéticos para a determinacao de
alcaloides (beta-carbolinas, camptotecina e derivados) de interesse
farmacolégico. Rio de Janeiro, 2009. 237p. Tese de Doutorado -
Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catoélica do Rio de
Janeiro.

Métodos analiticos foram desenvolvidos para a determinacdo seletiva de
alcaldides de interesse farmacoldgico. Com o objetivo de permitir a determinacéo
seletiva de camptotecina (CPT) em formulagdes farmacéuticas de irinotecana
(CPT-11) ou de topotecana (TPT), dois métodos espectrofluorimétricos e um
eletroforético, com deteccao por fotometria de absorcao, foram propostos. Os
métodos espectrofluorimétricos permitiram a determinagdo seletiva de CPT
usando um ajuste de alcalinidade do meio associado ao uso de varredura
sincronizada ou de derivada de 22 ordem. Alternativamente, o procedimento de
derivacdao fotoquimica (com otimizacdo com planejamento composto central)
eliminou completamente as interferéncias no sinal do CPT. Nas condigbes
otimizadas, a espectrofluorimetria permitiu a determinacdo de CPT em misturas
contendo até 50 vezes mais TPT ou contendo até 10 vezes mais CPT-11. A
resposta analitica indicou faixas lineares de trabalho e homoscedasticidade. O
limite de detecgéo (LD) foi da ordem de 107'° mol L™ para o método baseado na
derivagao fotoquimica e uma ordem de grandeza a menos para 0os métodos sem
derivatizagédo fotoquimica. Testes foram feitos em medicamentos a base de TPT
e de CPT-11 e as recuperacdes ficaram em torno de 100%. Esses resultados
foram comparaveis aos obtidos com método de referéncia (HPLC). O estudo de
incerteza de medicado por fluorimetria indicou que a maior contribuicdo do
processo era a preparacao de solugdo por avolumacgao. A contribuicao dessa
fonte foi minimizada pela preparacao de solucdo por meio de ajuste de massa,
causando um grande impacto na redugao da incerteza expandida. O método
baseado na eletroforese eletrocinética capilar micelar (MEKC) permitiu a
quantificagcdo simultdnea de TPT, CPT e CPT-11. Para conseguir o ajuste final
das melhores condi¢cbes, foi feito um estudo univariado seguido de um
planejamento composto central. Para se melhorar a sensibilidade da detecgao
em até 76 vezes, foi utilizado um processo de pré-concentragdo no capilar por
modo de empilhamento e uma cela de caminho 6ptico alongado. A escolha do
tampao borato (pH 8,5) contendo SDS e acetonitrila permitiu condi¢cdes robustas
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de sinal de tempo de migracdo. A resposta analitica mostrou faixa linear e
homoscedatidade, além de repetitividade em torno de 3,5%. O LD foi da ordem
de 107 mol L' (TPT) e 10® mol L™ (CPT-11 e CPT). Testes de recuperacéo em
amostras de saliva fortificadas foram feitos e comparados com os obtidos por um
método de referéncia (HPLC) de forma a mostrar a exatiddo adequada para o
método proposto. Para a determinagao seletiva de pB-carbolinas, a fosforimetria
em substrato sélido (SSRTP) foi utilizada. O ajuste do a&tomo pesado seletivo e a
aplicacao de técnica de varredura sincronizada e de 22 derivada aumentaram o
grau de seletividade, pois induziu fosforescéncia dos analitos de interesse na
amostra e melhorou a resolucéo espectral em relagdo aos interferentes. O ajuste
da quantidade de HgCl, (0,81 mg) permitiu a determinacao seletiva de harmol na
presenca de quantidades até 10 vezes maiores de harmine, harmane,
norharmane e harmaline. O método SSRTP seletivo proposto para determinacao
de harmol foi comparado com o resultado obtido por um método de referéncia
adaptado baseado em MEKC, o qual também mostrou sua capacidade para a
determinagéo seletiva de harmol na presencga dos interferentes. LD absoluto na
ordem de ng e comportamento linear da resposta analitica foram obtidos. No
caso do método analitico desenvolvido para a determinagdo de harmane na
presenca de harmine em chas, estudos de otimizacdo mostraram o AgNO3z; como
sal de atomo pesado no substrato, solugdo de amostra em pH 11 e medigcbes
feitas em 322 nm do espectro de 22 derivada da varredura sincronizada (AA =
109 nm). Testes de interferéncia mostraram que a matriz do cha nao tem
influéncia no sinal do harmane e que nas condi¢cdes otimizadas, pode-se
determinar harmane na presenga de harmine, em concentragoes até duas vezes
maiores. A resposta analitica mostrou faixa linear e homoscedaticidade. A
repetitividade dos resultados foi de até 9,0%. O LDA encontrado para o harmane
foi 3,1 ng. Em amostras de cha de camomila, erva-doce e capim-cidreira, a
média de recuperacdo do harmane na presenca de harmine ficou em torno de
100%. No caso da incerteza associada a medicao de fosforescéncia por SSRTP,
as quatro fontes de incerteza (repetitividade, reprodutibilidade, curva analitica e
solugcdes) foram relevantes, o que se deve a variagdes de sinais produzidos pela
ndo homogeneidade nos substratos solidos utilizados nas medicées por SSRTP.

Palavras chave
Camptotecina e derivados, p-carbolinas, fluorimetria, fosforimetria,

eletroforese capilar, seletividade, incerteza de medicao.
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Abstract

Marques, Flavia Ferreira de Carvalho; Aucélio, Ricardo Queiroz (advisor).
Development of analytical methods based on luminescence and
electrophoresis for the determination of alkaloids (beta-carbolines,
camptothecin and derivatives) of pharmacological interest. Rio de
Janeiro, 2009. 237p. Doctor Thesis - Departamento de Quimica, Pontificia
Universidade Catodlica do Rio de Janeiro.

Analytical methods were developed for the selective determination of
alkaloids of pharmacological interest. Aiming the selective determination of
camptothecin (CPT) in irinotecan (CPT-11) or topotecan (TPT) based
pharmaceutical formulations, two spectrofluorimetric methods and one
electrophoretic method with absorciometic detection were proposed. The
spectrofluorimetric method allowed the determination of CPT using the
adjustment of the alkalinity of the sample solution associated with the use of
synchronous scanning or 2" order spectral derivation. Alternativelly, the
photochemical derivatization (optimized by central composite design) completely
eliminated interferences on the CPT signal. The optimized conditions allowed the
spectrofluorimetric determination of CPT in mixtures containing up to 50 times
more TPT or up to 10 times more CPT-11. The analytical response presented
linear working ranges and homocedasticity. The limit of detection (LD) was in the
order of 10"° mol L™ for the method based on photochemical derivatization and
one order of magnitude higher for the methods without photochemical
derivatization. Tests were made using TPT and CPT-11 based comercial drugs
and recoveries were around 100%. Such results were comparable to those
obtained with the reference method (HPLC). A study of fluorimetric measurement
uncertainty indicated that the greatest contribution in the process was the
preparation of solution by volume. The contribution from this source was
minimized by the preparation of solutions by weight measurement which caused
a major impact in reducing the expanded uncertainty. The method based on
micellar electrokinetic capillary electrophoresis (MEKC) allowed the simultaneous
quantification of TPT, CPT and CPT-11. To achieve final adjustment of
conditions, an univariated study was made followed by a central composite
design. To improve the sensitivity of detection up to 76 times, a pre-concentration
in the capillary by the normal stacking mode was used along with an extended
optical path cell. The choice of borate buffer (pH 8.5) containing SDS and
acetonitrile implicated in robust conditions of signal and migration times. The
response showed analytical linear working range and homocedasticity, and
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repeatability of around 3.5%. The LD was in the order of 107 mol L™ (TPT) and
10® mol L (CPT-11 and CPT). Recovery tests using spiked saliva samples were
made and compared with those obtained by a reference method (HPLC) to show
the appropriated accuracy for the proposed method. For the selective
determination of B-carbolines, solid surface room temperature phosphorimetry
(SSRTP) was used. The adjustment of the selective heavy atom and the
application of synchronized scanning technique and 2™ order spectral derivation,
increased the degree of selectivity, because induced phosphorescence of the
analytes of interest in the sample and improved spectral resolution. The
adjustment of the amount of HgCl, (0.81 mg) allowed the selective determination
of harmol in the presence of up to 10 times higher amounts of harmine, harman,
harmaline and norharman. The method proposed for selective SSRTP
determination of harmol was compared with the results obtained by an adapted
method based on MEKC, which also showed its ability to determine harmol in the
presence of interferences. The absolute limit of detection in the ng order and
linear behavior of the analytical response was obtained. For the analytical
method developed for the determination of harman in the presence of harmine in
teas, optimization studies indicated the following conditions: AgNQO; as the heavy
atom salt deposited on the substrate, sample solution at pH 11 and
measurements made at 322 nm of the 2" order derivated synchronous scanning
spectrum (AA = 109 nm). Tests showed that, in optimized conditions, the tea
matrix had no influence on the harman signal and and that harman could be
determined in samples containing harmine in concentrations up to two times
higher. The analytical response showed linear range and homocedasticity. The
repeatability indicated results up to 9.0%. The absolute limit of detection found for
harman was 3.1 ng. In samples of threes different teas, the average recovery of
harman in the presence of harmine was around 100%. The uncertainty of the
SSRTP measurements indicated relevance from the four sources of uncertainty
(repeatability, reproducibility, analytical curve and solutions), which is mostly
caused by the variations in signals produced by non-homogeneities of the solid
substrate used in measurements by SSRTP.

Keywords
Camptothecin and derivatives, B-carbolines, fluorimetry, phosphorimetry,

capillary electrophoresis, selectivity, uncertainty of measurement.
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Figura 37: Gréafico de Pareto referente ao Planejamento Composto
Central para a derivatizacao fotoquimica (UV) da camptotecina.

Figura 38: Superficie de resposta para o Planejamento Composto
Central para a derivatizacao fotoquimica (UV) da camptotecina.

Figura 39: Bandas de fluorescéncia de solugdes alcalinas de (a) CPT
(2 x 107 mol L), (b) mistura CPT:TPT (2 x 10" mol L™ : 1 x 10°®
mol L"), e de (c) TPT (1 x 10° mol L") apés 26 minutos de
irradiacao UV.

Figura 40: Bandas de fluorescéncia de solugdes alcalinas de (a) CPT
(2 x 107 mol L"), (b) da mistura CPT:CPT-11 (2 x 10" mol L™ : 2
x 10® mol L") e do (c) CPT-11 (2 x 10 mol L") apés 26 minutos
de irradiagdo UV.

Figura 41: Curva analitica para o CPT em NaOH 1,0 mol L' e apés 26
min de irradiacdo UV, obtida através de varredura normal (Aeyc /
Aem = 368 / 450 nm).

Figura 42: Grafico de residuos para as determinacbes fluorimétricas
de CPT em NaOH 1,0 mol L™ e apés 26 min de irradiacdo UV.

Figura 43: Espectros de absorcao da (a) TPT; (b) CPT e (c) CPT-11.

Figura 44: Efeito do pH 8,0-10,0 na separagdo e nos tempos de
migragao dos picos de (a) TPT 2 x 10* mol L™, (b) CPT 1 x 10°
mol L™ e (¢) CPT-11 1 x 10° mol L™ por MEKC, usando tamp&o
de borato 2 x 102 mol L contendo acetonitrila 5% v/v, com
temperatura do sistema igual a 25°C, potencial de 25 kV e 15 s
de injegao hidrodindmica por pressao de 50 mbar.

Figura 45: Efeito da concentracdo de SDS na separagéo e nos tempos
de migracao (ordem crescente)dos picos de (a) TPT 2 x 10 mol
L', (b) CPT 1 x 10° mol L' e (c) CPT-11 1 x 10° mol L por
MEKC, usando tampao de borato 2 x 10% mol L'(pH 8,2)
contendo acetonitrila 5% v/v e com temperatura do sistema igual
a 25°C, potencial de 25 kV e 15 s de injegdo hidrodinamica por
pressao de 50 mbar.

Figura 46: Efeito da temperatura na separacdo e nos tempos de

126

128

128

130

131

132

133

139

140

141


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0510428/CA


PUC-RIo - Certificagao Digital N° 0510428/CA

migragao (ordem crescente) dos picos de (a) TPT 2 x 10 mol L™,
(b) CPT1x10°mol L™ e (c) CPT-11 1 x 10®° mol L por MEKC,
usando tampao de borato 2 x 102 mol L™ (pH 8,2) contendo SDS
5x 102 mol L e acetonitrila 5% v/v, com temperatura do sistema
igual a 25°C, potencial de 25 kV e 15 s de inje¢édo hidrodinamica
por pressao de 50 mbar. 142

Figura 47: Efeito do pH 8,4 a 9,5, na separagdo € nos tempos de
migracao dos picos de (a) TPT 2 x 10* mol L™, (b) CPT 1 x 10°
mol L™ e (¢) CPT-11 1 x 10®° mol L™ por MEKC, usando tamp&o
de borato 2 x 10® mol L' contendo acetonitrila 5% v/v, com
temperatura do sistema igual a 25°C, potencial de 25 kV e 15 s
de injegao hidrodindmica por pressao de 50 mbar. 143

Figura 48: Efeito da concentracdo de acido bérico (pH 8,8) contendo
SDS 5 x 10 mol L e acetonitrila 5% (v/v), com temperatura do
sistema igual a 25°C, potencial de 25 kV e 15 s de injecdo
hidrodindmica por pressdo de 50 mbar, na separacdo e nos
tempos de migragdo (em ordem crescente) dos picos do (a) TPT
2x10*mol L, (b) CPT 1 x10° mol L e (¢) CPT-11 1 x 10° mol
L™ por MEKC. 144

Figura 49: Efeito do percentual de acetonitrila na separacdo e nos
tempos de migracdo dos picos de (a) TPT 2 x 10* mol L™, (b)
CPT 1 x 10° mol L e (c) CPT-11 1 x 10 mol L por MEKC,
usando tampao de borato 2 x 10 mol L™ (pH 8,8), contendo SDS
5 x 102 mol L™ com temperatura do sistema igual a 25°C,
potencial de 25 kV e 15 s de injecao hidrodindmica por pressao
de 50 mbar. 145

Figura 50: Sobreposicdo dos eletroferogramas da mistura TPT 2 x 10
mol L™ : CPT 1 x 10° mol L : CPT-11 1 x 10® mol L", assim
como de cada uma das solugdes dos analitos separadamente e
nas mesmas concentragdes da mistura, todas em pH original,
utilizando tampao de borato 2 x 102 mol L™ (pH 8,8) contendo
SDS 5 x 102 mol L™ e acetonitrila 7,5% v/v, com temperatura do
sistema igual a 25°C, potencial de 25 kV e 15 s de injecdo
hidrodindmica por pressao de 50 mbar. 146

Figura 51: Planejamento composto central para trés fatores. Os pontos


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0510428/CA


PUC-RIo - Certificagao Digital N° 0510428/CA

das arestas do cubo sdo os ensaios de um fatorial 2° e os
circulos fora do cubo representam a parte em estrela.

Figura 52: Grafico de Pareto referente ao tempo de separacao entre
os picos do TPT-CPT.

Figura 53: Grafico de Pareto referente ao tempo de separacao entre
os picos do CPT-CPT11.

Figura 54: Influéncia do tempo de injecao hidrodinamica na separagao
dos picos de (a) TPT 2 x 10 mol L™, (b) CPT 1 x 10° mol L" e
(c) CPT-11 1 x 10° mol L sob as condi¢des otimizadas (Tabela
22).

Figura 55: Influéncia do uso da cela de caminho éptico alongado em
conjunto com NSM na amplificagdo das areas dos picos da
topotecana 2 x 10 mol L”, camptotecina 1 x 10° mol L e
irinotecana 1 x 10° mol L, utilizando tempo de injecéo de 75 s.

Figura 56: Curvas analiticas para o (a) TPT, (b) CPT e (c) CPT-11
obtidos sob as condigdes otimizadas (Tabela 22).

Figura 57: Graficos de residuo para a determinacado de (a) TPT; (b)
CPT e (c) CPT-11 por MEKC.

Figura 58: Sobreposicao dos eletroferogramas obtidos a partir das
Curvas analiticas mostradas na Figura 56.

Figura 59: Eletroferograma de amostra de saliva (a) sem tratamento;
(b) pés-tratamento de clean up e obtida de um voluntario na parte
da manh3a; (c) pés-tratamento de clean-up e obtida de outro
voluntario na parte da tarde; (d) pdés-tratamento de clean up
adicionada previamente de TPT 2 x 10° mol L™; CPT 1 x 10”° mol
L"e CPT-111x 10° mol L.

Figura 60: Sobreposicdo de eletroferogramas de (a) uma solugédo
padrdo da mistura de TPT 1 x 10° mol L', CPT2x 10° mol L e
CPT-11 2 x 10® mol L"; de (b) uma amostra de saliva pos-
tratamento e de (¢) uma amostra de saliva adicionada de TPT 1 x
10° mol L', CPT 2 x 10® mol L' e CPT-11 2x 10° mol L™ e apds
tratamento para desproteinizacéo.

Figura 61: Espectros de excitacdo e emissdo fosforescentes de

149

152

152

154

155

159

160

161

163

164


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0510428/CA


PUC-RIo - Certificagao Digital N° 0510428/CA

solugdes dos derivados das B-carbolinas em pH original, todas a
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combinada (u;) de medi¢des luminescentes de criseno usando:
(a) fluorimetria empregando solucdo de analito por avolumacéo e
(b) fosforimetria em temperatura ambiente. Fontes: ucns (Curva
analitica); us (preparo de solugdes); ug (reprodutibilidade interna);

u, (repetitividade).

Figura 83: Contribuicao relativa das fontes de incerteza na incerteza
combinada (u;) da medicao fluorescente do criseno empregando
o preparo da solugédo por ajuste de massa. Fontes: Uy, (Curva
analitica); us (preparo de solugdes); ug (reprodutibilidade interna);
u, (repetitividade).
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sinal fosforescente do harmane, harmine, harmol,
harmaline, harmalol e norharmane (2 nmol de suas
solugdes depositados no papel).

Tabela 29: Influéncia do agente surfactante, associado ao efeito do
atomo pesado e do pH, no sinal fosforescente do
harmane, harmine, harmol, harmaline, harmalol e
norharmane (2 nmol de suas solugbes depositados no

papel).

Tabela 30: Estudos de interferéncia na fosforescéncia do harmol

Tabela 31. Determinagao de harmol (2 nmol) através da 22 derivada
do espectro de RTP usando Hg(ll) e considerando 564
nm como ponto isodiferencial.

Tabela 32: Resumo das condigdes experimentais selecionadas para
a determinacao fosforimétrica do harmol em misturas com
harmine:harmane:harmaline:norharmane

Tabela 33: Parametros analiticos para a determinacao seletiva de
harmol usando SSRTP e MEKC.

Tabela 34: Taxa de recuperacdo do harmol 1 x 10° mol L' na
presenca de harmine (1 x10* mol L") e de harmane
(1 x 10* mol L") em amostras de urina

Tabela 35: Resumo das condigdes experimentais selecionadas para
a determinacgdo fosforimétrica do harmane na presencga
de harmine.

Tabela 36: Estudos de interferéncia do sinal fosforescente do
harmine no sinal do harmane usando as condi¢des
estabelecidas na Tabela 35.

Tabela 37: Solugdes para o estudo da interferéncia do cha no sinal
do harmane

Tabela 38: Par&metros analiticos de mérito encontrados para o
harmane nas condicdes estabelecidas (Tabela 35) para a
sua determinacdo na presenca de harmine (interferente)
em concentragoes até duas vezes maiores

Tabela 39: Percentuais de recuperagdo de harmane em amostras
de cha contendo harmane (5 x 10”° mol L") e harmine (1 x
10* mol L)

Tabela 40: Incertezas calculadas para as quatro fontes principais de
incerteza associadas a medicdo da luminescéncia do
criseno
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Lista de abreviaturas

ACN
APCI-MS

CCD

CE
CGE
Cl

CIS
CMC
CPT
CPT11
Cv
CZE
DOE
ECC
ECSL
Em
EOF
ESI-MS
Ex
FASS

Acetonitrila

ionizagao quimica por pressao atmosférica — espectrometria
de massas

Planejamento Composto Central (Central Composite
Designs)

Eletroforese capilar

Eletroforese capilar por gel

Cruzamento interno

Cruzamento intersistemas

Concentracao micelar critica

Camptotecina

Irinotecana

Coeficiente de variagao (precisao)

Eletroforese capilar por zona

Planejamento de experimentos (Designs of Experiments)
Eletrocromatografia capilar

Eletroforese capilar em solugéo livre

emissao

Fluxo eletro-osmético

Eletrospray — espectrometria de massas

excitacao

Empilhamento da Amostra Amplificada por Campo (Field
Amplified Sample Stacking)

Fluorescéncia

Intensidade fosforescente do analito

Sinal fosforescente liquido

Intensidade fosforescente do branco

ion spray espectrometria de massas

Cromatografia liquida

Laboratério de Espectrometria e Eletroquimica Aplicada
extracao liquido-liquido

Cromatografia eletrocinética micelar

Metanol
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NSM
PLS
REPSM

RTP
RV
SDS
SN-38
SPE
SSRTP

TDM
TPT
u.a.
UV-Vis
Aem

Aex

Modo normal de empilhamento

Método dos minimos quadrados parciais

Empilhamento onde se aplica inverséo da polaridade do
eletrodo (reverse electrode polarity stacking mode).
Fosforimetria na temperatura ambiente

Relaxamento vibracional

Dodecil sulfato de sédio

7-etil-10-hidroxicamptotecina

extracdo em fase sélida

Fosforescéncia na temperatura ambiente e em superficie
sélida

Monitoramento terapéutico de drogas

Topotecana

unidades arbitrarias

Ultravioleta-visivel

Comprimento de onda de de emisséo expresso em nm

Comprimento de onda de excitacao expresso em nm
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A ciéncia humana de maneira nenhuma nega a existéncia de Deus.
Quando considero quantas e quao maravilhosas coisas

o0 homem compreende, pesquisa e consegue realizar,

entdo reconheco claramente que o espirito humano

é obra de Deus, e a mais notavel.”

Galileu Galilei

"E impossivel avaliar a forca que possuimos

sem medir o tamanho do obstaculo que podemos vencer,
nem o valor de uma agéo

sem sabermos o sacrificio que ela comporta.”

H. W. Beecher
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