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Resumo 

Marques, Flávia Ferreira de Carvalho; Aucélio, Ricardo Queiroz 
(orientador). Desenvolvimento de métodos analíticos 
espectroluminescentes e eletroforéticos para a determinação de 
alcaloides (beta-carbolinas, camptotecina e derivados) de interesse 
farmacológico. Rio de Janeiro, 2009. 237p. Tese de Doutorado - 
Departamento de Química, Pontifícia Universidade Católica do Rio de 
Janeiro. 

Métodos analíticos foram desenvolvidos para a determinação seletiva de 

alcalóides de interesse farmacológico. Com o objetivo de permitir a determinação 

seletiva de camptotecina (CPT) em formulações farmacêuticas de irinotecana 

(CPT-11) ou de topotecana (TPT), dois métodos espectrofluorimétricos e um 

eletroforético, com detecção por fotometria de absorção, foram propostos. Os 

métodos espectrofluorimétricos permitiram a determinação seletiva de CPT 

usando um ajuste de alcalinidade do meio associado ao uso de varredura 

sincronizada ou de derivada de 2ª ordem. Alternativamente, o procedimento de 

derivação fotoquímica (com otimização com planejamento composto central) 

eliminou completamente as interferências no sinal do CPT. Nas condições 

otimizadas, a espectrofluorimetria permitiu a determinação de CPT em misturas 

contendo até 50 vezes mais TPT ou contendo até 10 vezes mais CPT-11. A 

resposta analítica indicou faixas lineares de trabalho e homoscedasticidade. O 

limite de detecção (LD) foi da ordem de 10-10 mol L-1 para o método baseado na 

derivação fotoquímica e uma ordem de grandeza a menos para os métodos sem 

derivatização fotoquímica. Testes foram feitos em medicamentos a base de TPT 

e de CPT-11 e as recuperações ficaram em torno de 100%. Esses resultados 

foram comparáveis aos obtidos com método de referência (HPLC). O estudo de 

incerteza de medição por fluorimetria indicou que a maior contribuição do 

processo era a preparação de solução por avolumação. A contribuição dessa 

fonte foi minimizada pela preparação de solução por meio de ajuste de massa, 

causando um grande impacto na redução da incerteza expandida. O método 

baseado na eletroforese eletrocinética capilar micelar (MEKC) permitiu a 

quantificação simultânea de TPT, CPT e CPT-11. Para conseguir o ajuste final 

das melhores condições, foi feito um estudo univariado seguido de um 

planejamento composto central. Para se melhorar a sensibilidade da detecção 

em até 76 vezes, foi utilizado um processo de pré-concentração no capilar por 

modo de empilhamento e uma cela de caminho óptico alongado. A escolha do 

tampão borato (pH 8,5) contendo SDS e acetonitrila permitiu condições robustas 
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de sinal de tempo de migração. A resposta analítica mostrou faixa linear e 

homoscedatidade, além de repetitividade em torno de 3,5%. O LD foi da ordem 

de 10-7 mol L-1 (TPT) e 10-8 mol L-1 (CPT-11 e CPT). Testes de recuperação em 

amostras de saliva fortificadas foram feitos e comparados com os obtidos por um 

método de referência (HPLC) de forma a mostrar a exatidão adequada para o 

método proposto. Para a determinação seletiva de β-carbolinas, a fosforimetria 

em substrato sólido (SSRTP) foi utilizada. O ajuste do átomo pesado seletivo e a 

aplicação de técnica de varredura sincronizada e de 2ª derivada aumentaram o 

grau de seletividade, pois induziu fosforescência dos analitos de interesse na 

amostra e melhorou a resolução espectral em relação aos interferentes. O ajuste 

da quantidade de HgCl2 (0,81 mg) permitiu a determinação seletiva de harmol na 

presença de quantidades até 10 vezes maiores de harmine, harmane, 

norharmane e harmaline. O método SSRTP seletivo proposto para determinação 

de harmol foi comparado com o resultado obtido por um método de referência 

adaptado baseado em MEKC, o qual também mostrou sua capacidade para a 

determinação seletiva de harmol na presença dos interferentes. LD absoluto na 

ordem de ng e comportamento linear da resposta analítica foram obtidos. No 

caso do método analítico desenvolvido para a determinação de harmane na 

presença de harmine em chás, estudos de otimização mostraram o AgNO3 como 

sal de átomo pesado no substrato, solução de amostra em pH 11 e medições 

feitas em 322 nm do espectro de 2ª derivada da varredura sincronizada (∆λ = 

109 nm). Testes de interferência mostraram que a matriz do chá não tem 

influência no sinal do harmane e que nas condições otimizadas, pode-se 

determinar harmane na presença de harmine, em concentrações até duas vezes 

maiores. A resposta analítica 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 chá de camomila, erva-doce e capim-cidreira, a 

média de recuperação do harmane na presença de harmine ficou em torno de 

100%. No caso da incerteza associada à medição de fosforescência por SSRTP, 

as quatro fontes de incerteza (repetitividade, reprodutibilidade, curva analítica e 

soluções) foram relevantes, o que se deve a variações de sinais produzidos pela 

não homogeneidade nos substratos sólidos utilizados nas medições por SSRTP. 

 
Palavras chave 

Camptotecina e derivados, β-carbolinas, fluorimetria, fosforimetria, 

eletroforese capilar, seletividade, incerteza de medição. 
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Abstract  

Marques, Flávia 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 Química, Pontifícia 
Universidade Católica 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 2nd 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 10-10 mol L-1 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 10-7 mol L-1 (TPT) and 

10-8 mol L-1 (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 β-carbolines, solid surface room temperature phosphorimetry 

(SSRTP) was used. The adjustment of the selective heavy atom and the 

application of synchronized scanning technique and 2nd 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 HgCl2 (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: AgNO3 as the heavy 

atom salt deposited on the substrate, sample solution at pH 11 and 

measurements made at 322 nm of the 2nd order derivated synchronous scanning 

spectrum (∆λ = 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, β-carbolines, fluorimetry, phosphorimetry, 

capillary electrophoresis, selectivity, uncertainty of measurement. 
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Lista de abreviaturas 

ACN - Acetonitrila 

APCI-MS  -  ionização química por pressão atmosférica – espectrometria 

                                de massas 

CCD  -  Planejamento Composto Central (Central Composite 

                                Designs) 

CE -  Eletroforese capilar 

CGE  -  Eletroforese capilar por gel 

CI  -  Cruzamento interno 

CIS  -  Cruzamento intersistemas 

CMC  - Concentração micelar crítica 

CPT  -  Camptotecina 

CPT11  -  Irinotecana 

CV -  Coeficiente de variação (precisão) 

CZE - Eletroforese capilar por zona 

DOE - Planejamento de experimentos (Designs of Experiments) 

ECC  -  Eletrocromatografia capilar 

ECSL  -  Eletroforese capilar em solução livre 

Em  -  emissão 

EOF  -  Fluxo eletro-osmótico 

ESI-MS  -  Eletrospray – espectrometria de massas  

Ex  -  excitação 

FASS - Empilhamento da Amostra Amplificada por Campo (Field  

                                 Amplified Sample Stacking) 

Flu  -  Fluorescência 

IA  -  Intensidade fosforescente do analito 

IA – IB  -  Sinal fosforescente líquido 

IB  -  Intensidade fosforescente do branco 

ISP-MS  - íon spray espectrometria de massas 

LC  -  Cromatografia líquida 

LEEA  -  Laboratório de Espectrometria e Eletroquímica Aplicada 

LLE  -  extração líquido-líquido 

MEKC  -  Cromatografia eletrocinética micelar 

MeOH - Metanol 
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NSM - Modo normal de empilhamento 

PLS  -  Método dos mínimos quadrados parciais 

REPSM - Empilhamento onde se aplica inversão da polaridade do  

                                eletrodo (reverse electrode polarity stacking mode). 

RTP  -  Fosforimetria na temperatura ambiente 

RV  - Relaxamento vibracional 

SDS  -  Dodecil sulfato de sódio 

SN-38  -  7-etil-10-hidroxicamptotecina 

SPE  -  extração em fase sólida 

SSRTP  -  Fosforescência na temperatura ambiente e em superfície  

                                 sólida 

TDM  -  Monitoramento terapêutico de drogas 

TPT  -  Topotecana 

u.a. -  unidades arbitrárias 

UV-Vis  -  Ultravioleta-visível 

λem  -  Comprimento de onda de de emissão expresso em nm 

λex  - Comprimento de onda de excitação expresso em nm 
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“A ciência humana de maneira nenhuma nega a existência de Deus. 

Quando considero quantas e quão maravilhosas coisas 

o homem compreende, pesquisa e consegue realizar, 

então reconheço claramente que o espírito humano 

é obra de Deus, e a mais notável.” 

 

Galileu Galilei 

 

 

"É impossível avaliar a força que possuímos 

 sem medir o tamanho do obstáculo que podemos vencer, 

 nem o valor de uma ação 

 sem sabermos o sacrifício que ela comporta." 

 

H. W. Beecher 
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