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Resumo 

 

Lamounier, Ana Paula; Aucélio, Ricardo Queiroz. Desenvolvimento de 

métodos utilizando Cromatografia Líquida Micelar (MLC) com detecção 

fluorimétrica para a determinação de seis alcaloides -carbolinas e para a 

galantamina em presença dos seus principais metabólitos. Rio de Janeiro, 

2015. 294p. Tese de Doutorado. Departamento de Química - Pontifícia 

Universidade Católica do Rio de Janeiro. 

 

 Métodos baseados na cromatografia líquida micelar (MLC) com detecção 

fluorimétrica foram desenvolvidos para dois estudos de caso. No primeiro deles, 

seis-carbolinas (harmol, harmalol, harmane, norharmane, harmine e harmaline) 

foram plenamente separadas de modo a se aplicar o método para a determinação 

dos alcaloides em formulações de Passiflora incarnata L., extrato seco de 

Passiflora alata Dryander e em urina. A separação foi realizada em coluna 

cromatográfica C18, utilizando fase móvel tamponada (pH 8,0) contendo 220 

mmol L
-1

 de dodecilsulfato de sódio (SDS)/acetonitrila (97/3% v/v). A detecção 

fluorimétrica permitiu que se atingissem limites de detecção (LOD) abaixo de 3,6 

ng g
-1

 com repetibilidade e precisão intermediária entre 0,1 e 5%. As incertezas 

combinadas associadas à concentração das -carbolinas ficaram entre 1 e 9%. O 

método proposto foi comparado ao método baseado na cromatografia 

eletrocinética micelar (MEKC) com detecção absorciométrica e os resultados com 

MLC se mostraram superiores do ponto de vista da capacidade de detecção (por 

serem os alcaloides naturalmente muito fluorescentes) e de recuperação. Para as 

amostras de fitoterápicos, o harmol foi quantificado tanto nas amostras de 

medicamento de Passiflora incarnata quanto em urina de voluntário após a 

administração de fitoterápico. O harmine foi detectado apenas na amostra de 

medicamento. Os alcaloides norharmane, harmine e harmaline foram identificados 

no chá misto de Maracujá, no qual continha em sua composição extrato seco de 

Passiflora alata Dryander. Na segunda abordagem, um método por MLC foi 

desenvolvido para a determinação de galantamina e de seus principais metabólitos 

(N-desmetil galantamina, O-desmetil galantamina, epigalantamina e N-óxido 

galantamina). A separação da galantamina e dos metabólitos foi feita utilizando 

coluna cromatográfica C18 com porosidade de 300 angstroms e fase móvel 

constituída de tampão (pH 5,0) contendo 25 mmol L
-1

 de SDS/acetonitrila (97/3% 

v/v). A detecção fluorimétrica permitiu limites de detecção abaixo de 343 ng g
-1

, 
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repetibilidade e precisão intermediária entre 2,2 e 4%. As incertezas combinadas 

associadas à concentração de galantamina e dos metabólitos ficaram entre 0,3 e 

11%. Ensaios de recuperação foram realizados em amostra de urina fortificada 

com padrões da galantamina e metabólitos e os resultados obtidos ficaram entre 

de 91,4 e 114,8%. A comparação entre o método por MLC e o método por 

cromatografia líquida de alta eficiência com fase reversa foram feitas com 

amostras de medicamento cujo princípio ativo era o hidrobrometo de galantamina. 

Os resultados dos teores de galantamina e as variâncias das medidas obtidas por 

ambos os métodos foram estatisticamente iguais. A sensibilidade da curva 

analítica obtida por MLC foi duas vezes maior do que a encontrada por 

cromatografia por fase reversa. Análises de urina de ratos coletadas após a 

administração do medicamento foram realizadas com o método proposto, sendo 

que a galantamina mais os metabólitos N-óxido galantamina e N-desmetil 

galantamina foram identificados nas amostras. Para melhor avaliar o efeito de 

amplificação de fluorescência da galantamina pelo ambiente organizado, 

experimentos foram feitos com a separação cromatográfica de fase reversa e com 

a adição de solução rica em micelas de SDS após a passagem do analito pela 

coluna cromatográfica. As condições de separação incluíram o uso de coluna 

cromatográfica C18, fase móvel constituída por tampão (pH 5,0) contendo 2% de 

propano-2-ol  (v/v)/ acetonitrila (80/20 % v/v). A solução micelar de SDS (100 

mmol L
-1

), misturada à fase móvel após a coluna cromatográfica, foi preparada 

com a mesma composição da fase móvel. A sensibilidade da curva analítica de 

galantamina foi três vezes maior quando o meio micelar foi usado. O resultado 

prova que o ambiente micelar favorece a medição fluorimétrica de galantamina 

mesmo em regime de fluxo. As recuperações obtidas com e sem a mistura com a 

solução micelar ficaram entre 97,5 e 102,2%. 

 

 

 

 

Palavras-chave 

      Cromatografia líquida micelar; alcaloides -carbolinas; galantamina e 

metabólitos; detecção fluorimétrica; urina; extratos fitoterápicos. 
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Abstract 

 

Lamounier, Ana Paula; Aucélio, Ricardo Queiroz (Advisor). Micellar liquid 

chromatography with fluorimetric detection for the determination of six 

-carboline alkaloids and galantamine in the presence of its major 

metabolites. Rio de Janeiro, 2015, 294p. DSc. Thesis - Departamento de 

Química - Pontifícia Universidade Católica do Rio de Janeiro. 

 

     Methods based on micellar liquid chromatography (MLC) with fluorimetric 

detection have been developed for two case studies. In the first, six -carbolines 

(harmol, harmalol, harmane, norharmane, harmine and harmaline) were fully 

separated allowing the application of the method for the determination of these 

alkaloids in Passiflora incarnata L. formulations, in Passiflora alata Dryander 

dry extract and in urine. The chromatographic separation was performed on a C18 

column using a buffered mobile phase consisting of disodium hydrogen phosphate 

(pH 8.0) containing 220 mmol L
-1 

of sodium dodecyl sulfate (SDS)/acetonitrile 

(97/3% v/v). The fluorimetric detection allowed limits of detection (LOD) below 

than 3.6 ng g
-1

 to be achieved with intermediary precision and repeatability 

between 0.1 and 5%. The calculated combined uncertainties of the concentration 

of -carbolines were between 1 and 9%. The proposed method was compared 

with the method based on micellar electrokinetic chromatography (MEKC) with 

absortionmetric detection. The MLC results were superior from the viewpoint of 

the detection power (since they are very fluorescent alkaloids) and also in terms of 

recovery. The harmol was quantified in Passiflora incarnata phitotherapic 

samples and in urine collected from a voluntary after of the administration of 

herbal medicine. The harmine was detected only in the phitotherapic sample. The 

norharmane, harmine and harmaline alkaloids were identified in Passion Fruit tea, 

which contained dry extract of Passiflora alata Dryander. In the second approach, 

a method for MLC was developed for the determination of galantamine and its 

main metabolites (N-demethyl galantamine, O-demethyl galantamine, 

epigalantamine and N-oxide galantamine). The separation was performed using a 

C18 chromatography column with porosity of 300 angstroms and with mobile 

phase consisting of buffer (pH 5.0) containing SDS (25 mmol L
-1

)/acetonitrile 

(97/3% v/v). The fluorimetric detection enabled LOD below 343 ng g
-1

 with 

intermediate precision and repeatability between 2.2 and 4%. Combined 
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uncertainties for concentration of galantamine and metabolites were between 0.3 

and 11%. Recovery experiments were performed on urine samples fortified with 

galantamine standards and metabolites with results between 91.4 and 114.8%. A 

comparison between the proposed MLC method and reverse phase high 

performance liquid chromatography was made using medicine samples containing 

galantamine hydrobromide as the active principle. Galantamine levels and 

variances achieved with these methods were statistically equal. The analytical 

curve sensitivity by MLC was two times higher than that found with reverse phase 

high performance liquid chromatography. Analysis of rat urine, collected after the 

administration of the medicine, were performed with the proposed method 

enabling the identification of galantamine, N-oxide galantamine and N-demethyl 

galantamine. To better evaluate the fluorescence amplification effect of 

galantamine in the organized environment, experiments were made with 

conventional chromatographic separation and post-column addition of the 

aqueous solution rich in micelles. The separation conditions included the use of 

C18 chromatographic column, mobile phase consisting of buffer (pH 5.0) 

containing 2% of propan-2-ol (v/v)/acetonitrile (80/20% v/v). The micellar 

solution of SDS (100 mmol L
-1

), added after the chromatographic column, was 

prepared with the same composition of the mobile phase. The column temperature 

was 25°C and the sample volume was 20 L. The sensitivity of the analytical 

curve of galantamine was three times higher when the micellar solution was 

mixed, proving that the organized environment favors the galantamine 

fluorescence even at flow regime. Recoveries with or without post-column mixing 

with the micelle rich solution were between 97.5 and 102.2%. 

 

 

 

 

 

Keywords 

      Micellar liquid chromatography; -carboline alkaloids; galantamine and 

metabolites; fluorimetric detection; urine; phytotherapic extracts. 
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HAE, NOR e HIE, no cromatograma B, cuja concentração foi de 5 x 
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(C). Componentes da incerteza: ucurva (curva analítica), usol (preparo 
da solução), upi (precisão intermediária) e ur (repetibilidade). 
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fosfato; 10 mmol L-1). Fase móvel micelar contendo SDS (50 mmol  
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L-1) e EP (4,7 x 10-5 mol L-1) variando a concentração de SDS e 
proporção de ACN na fase móvel: 40 mmol L-1 de SDS e 10% ACN 
(A) 50 mmol L-1 de SDS e 9% ACN (B) e 100 mmol L-1 de SDS e 
15% ACN (C). Composição da fase móvel micelar: solução tampão 
acetato (10 mmol L-1; pH 5,0) contendo SDS e (Et)3N (0,5%)/ACN 

(v/v). Volume de amostra de 40 L; vazão de fase móvel de 1,0 mL 
min-1; temperatura da coluna de 25oC; detecção em 285/330 nm.  223 

Figura 67. Cromatogramas da mistura contendo OD (4,5 x 10-5 mol 
L-1), NOx (9 x 10-5 mol L-1), GAL (4 x 10-5 mol L-1), ND (9,6 x 10-6 mol 
L-1) e EP (4,7 x 10-5 mol L-1) usando colunas cromatográficas com 
fase estacionária C18 com porosidade de A) 120 Å e B) 300 Å. 
Composição da fase móvel micelar: solução tampão acetato (10 
mmol L-1; pH 5) contendo SDS (50 mmol L-1) e (Et)3N (0,5%)/ACN 

(91/9% v/v). Volume de amostra de 40 L; vazão de fase móvel de 
1,0 mL min-1; temperatura da coluna de 25oC; detecção em 285/330 
nm. 225 

Figura 68. Cromatogramas da mistura contendo OD (4,5 x 10-5 mol 
L-1), NOx (9 x 10-5 mol L-1), GAL (4 x 10-5 mol L-1), ND (9,6 x 10-6 mol 
L-1) e EP (4,7 x 10-5 mol L-1) em função da concentração de SDS na 
fase móvel: 50 mmol L-1 (A) e 25 mmol L-1 (B). Composição da fase 
móvel micelar: solução tampão acetato (10 mmol L-1; pH 5,0) 
contendo SDS e (Et)3N (0,5%)/ACN (91/9% v/v). Volume de amostra 

de 40 L; vazão de fase móvel de 1,0 mL min-1; temperatura da 
coluna de 25oC; detecção em 285/330 nm. 226 

Figura 69. Cromatogramas da mistura contendo OD (4,5 x 10-5 mol 
L-1), NOx (9 x 10-5 mol L-1), GAL (4 x 10-5 mol L-1), ND (9,6 x 10-6 mol 
L-1) e EP (4,7 x 10-5 mol L-1) em função da vazão da fase móvel: A) 
1,0 mL min-1 e B) 0,8 mL min-1. Composição da fase móvel micelar: 
solução tampão acetato (10 mmol L-1; pH 5) contendo SDS (25 
mmol L-1) e (Et)3N (0,5%)/ACN (91/9% v/v). Volume de injeção 40 

L; temperatura da coluna de 25oC; detecção em 285/330 nm. 227 

Figura 70. Cromatogramas da mistura contendo OD (4,5 x 10-5 mol  
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L-1), NOx (9 x 10-5 mol L-1), GAL (4 x 10-5 mol L-1), ND (9,6 x 10-6 mol 
L-1) e EP (4,7 x 10-5 mol L-1) em função da porcentagem de ACN na 
fase móvel: 9% (A) e 5% (B), 3% (C), 2% (D) e 1% (E). Composição 
da fase móvel micelar: solução tampão acetato (10 mmol L-1; pH 5,0) 
contendo SDS (25 mmol L-1) e (Et)3N (0,5%)/ACN (v/v). Volume de 

injeção 40 L; vazão de fase móvel de 0,8 mL min-1; temperatura da 
coluna de 25 oC; detecção em 285/330 nm. 

 
 
 
 
 
 
 

228 

Figura 71. Cromatogramas da mistura contendo OD (4,5 x 10-5 mol 
L-1), NOx (9 x 10-5 mol L-1), GAL (4 x 10-5 mol L-1), ND (9,6 x 10-6 mol 
L-1) e EP (4,7 x 10-5 mol L-1) variando a porosidade da coluna 
cromatográfica. A) 120 Å. Composição da fase móvel micelar: 
solução tampão acetato (10 mmol L-1; pH 5) contendo SDS (25 
mmol L-1) e (Et)3N (0,5%)/ACN (91/9 v/v). Vazão de fase móvel de 
1,0 mL min-1; B) 300 Å. Composição da fase móvel micelar: solução 
tampão acetato (10 mmol L-1; pH 5) contendo SDS (25 mmol L-1) e 
(Et)3N (0,5%)/ACN (97/3 v/v). Vazão de fase móvel de 0,8 mL min-1; 

Volume de amostra de 40 L; temperatura da coluna de 25oC; 
detecção em 285/330 nm.  229 

Figura 72. Curva analítica (A) e gráfico de resíduos padronizados (B) 
para o metabólito NOx. 233 

Figura 73. Curva analítica (A) e gráfico de resíduos padronizados (B) 
para o metabólito OD. 233 

Figura 74. Curva analítica (A) e gráfico de resíduos padronizados (B) 
para o metabólito GAL. 234 

Figura 75. Curva analítica (A) e gráfico de resíduos padronizados (B) 
para o metabólito ND. 234 

Figura 76. Curva analítica (A) e gráfico de resíduos padronizados (B) 
para o metabólito NOx. 235 

Figura 77. Contribuição relativa das fontes de incertezas da medição 
em três níveis de concentração do NOx por MLC: M1 (A), M7 (B) e 
M9 (C). Componentes da incerteza: ucurva (curva analítica), usol 
(preparo da solução), upi (precisão intermediária) e ur 
(repetibilidade).  242 

Figura 78. Contribuição relativa das fontes de incertezas da medição 
em três níveis de concentração do OD por MLC: M1 (A), M7 (B) e 
M9 (C). Componentes da incerteza: ucurva (curva analítica), usol 
(preparo da solução), upi (precisão intermediária) e ur 
(repetibilidade).  242 

Figura 79. Contribuição relativa das fontes de incertezas da medição 
em três níveis de concentração do GAL por MLC: M1 (A), M7 (B) e 
M9 (C). Componentes da incerteza: ucurva (curva analítica), usol 
(preparo da solução), upi (precisão intermediária) e ur 
(repetibilidade).  243 

Figura 80. Contribuição relativa das fontes de incertezas da medição 
em três níveis de concentração do ND por MLC: M1 (A), M7 (B) e 
M9 (C). Componentes da incerteza: ucurva (curva analítica), usol 
(preparo da solução), upi (precisão intermediária) e ur 
(repetibilidade).  243 

Figura 81. Contribuição relativa das fontes de incertezas da medição 
em três níveis de concentração do EP por MLC: M1 (A), M7 (B) e M9 
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(C). Componentes da incerteza: ucurva (curva analítica), usol (preparo 
da solução), upi (precisão intermediária) e ur (repetibilidade).  

 
 

244 

Figura 82. Recuperações obtidas para o par de analitos () GAL/() 

ND e () ND/() EP. Linhas pontilhadas (----): limite inferior de 80% e 
limite superior de 120%. 249 

Figura 83. Superposição de cromatogramas obtidos pela introdução 
de amostra de urina voluntário (ensaio em branco) (A), de amostra 
de urina fortificada com os analitos (nível M2) (B) e de uma solução 
padrão dos analitos (C). As concentrações finais dos analitos nos 

cromatogramas B e C foram: NOx (1,6 g mL-1), OD (1,2 g mL-1), 

GAL (1,2 g mL-1), ND (1,2 g mL-1) e EP (0,9 g mL-1). Volumes 

introduzidos de 30 L e condições experimentais indicadas na 
Tabela 37. 252 

Figura 84. Cromatogramas obtidos pela introdução da solução de 

GAL (11,5 g mL-1): por HPLC de fase reversa em fase móvel 
composta por solução aquosa contendo (Et)3N (1%) e ACN (20%) e 
pH 7 (A) com vazão da fase móvel de 1,0 mL min-1 e temperatura da 
coluna de 30oC; por MLC em fase móvel contendo tampão acetato 
(10 mmol L-1; pH 5,0), SDS (25 mmol L-1) (Et)3N (0,5%)/ACN (97/3% 
v/v) (B) com vazão da fase móvel de 0,8 mL min-1 e temperatura da 

coluna de 25oC. Volume de amostra de 20 L e detecção em 
290/320 nm por HPLC e 285/330 nm por MLC.  254 

Figura 85. Curva analítica construída para GAL (A) em MLC e (B) 
em HPLC por fase reversa.  257 

Figura 86. 1) Cromatogramas obtidos pela introdução da solução 
amostra de urina antes da administração do medicamento (A), 
solução amostra de urina coletada 2 h após a administração do 
medicamento (B) e solução amostra de urina coletada 2 h após 
administração do medicamento fortificada com os analitos (C). 2) 
Destaque dos cromatogramas A, B e C na região da GAL, ND e EP. 261 

Figura 87. Espectros de excitação (A) e emissão (B) de 

fluorescência de uma solução de GAL (0,3 g mL-1) medidos em 
meio aquoso contendo tampão acetato (pH 5,0) e espectros de 
excitação (C) e emissão (D) de fluorescência de uma solução de 

GAL (0,3 g mL-1) medidos em meio aquoso contendo tampão 
acetato (pH 5,0) e 100 mmol L-1 de SDS. 263 

Figura 88. Cromatogramas obtidos com a introdução de solução de 

GAL (11,5 g mL-1) (A) e o respectivo ensaio em branco (B) no 
experimento de adição de fase móvel micelar após a coluna 
cromatográfica. Fase móvel principal contendo tampão acetato (10 
mmol L-1; pH 5,0) e (Et)3N (0,5%)/ACN (80/20% v/v) e mantida com 
vazão de 0,8 mL min-1 (bomba principal). Composição da solução 
micelar adicionada na mola de reação contendo tampão acetato (10 
mmol L-1; pH 5,0) SDS (100 mmol L-1) e (Et)3N (0,5%) mantida com 
vazão de 0,2 mL min-1 (bomba secundária). Temperatura da coluna 

de 25oC; volume de amostra de 40 L; detecção em 285/330 nm. 265 

Figura 89. Linhas de bases obtidas com a mistura da fase móvel 
com a solução rica em micelas de SDS na ausência de propan-2-ol 
em ambas as soluções (A) e na presença de 2% de propan-2-ol em 
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ambas as soluções (B). Fase móvel consistindo de solução tampão 
acetato (10 mmol L-1; pH 5,0) contendo (Et)3N (0,5%)/ACN (80/20% 
v/v) e solução rica em micelas preparada em tampão acetato                   
(10 mmol L-1; pH 5,0) contendo SDS (100 mmol L-1) e (Et)3N (0,5%). 
A relação da vazão das bombas principal/vazão de solução rica em 
micelas de SDS foi igual a 0,8/0,2 mL min-1; temperatura da coluna 

de 25oC; volume de amostra de 40 L; detecção em 285/330 nm. 

 
 
 
 
 
 
 

266 

Figura 90. Linhas de bases obtidas com diferentes razões de vazão 
de fase móvel/vazão de solução rica em micelas de SDS de 0,8/0,2 
(A), 0,8/0,5 (B), 0,5/0,5 (C) e 0,5/1,0 (D). Fase móvel de tampão 
acetato (10 mmol L-1; pH 5,0) contendo (Et)3N (0,5%) propano-2-ol 
(2%)/ACN (80/20% v/v). Solução rica em micelas preparada em 
tampão acetato (10 mmol L-1; pH 5,0) contendo SDS (100 mmol L-1), 
(Et)3N (0,5%) e propano-2-ol (2%). Temperatura da coluna de 25oC; 

volume de amostra de 40 L; detecção em 285/330 nm. 267 

Figura 91. Cromatograma obtido pela introdução de uma solução de 

GAL (11,5 g mL-1) usando fase móvel de tampão acetato (10 mmol 
L-1; pH 5,0) contendo (Et)3N (0,5%) propano-2-ol (2%)/ACN (80/20% 
v/v) com mistura, na mola de reação, com solução rica em micelas 
preparada em tampão acetato (10 mmol L-1; pH 5,0) contendo SDS 
(100 mmol L-1) e (Et)3N (0,5%) e propano-2-ol (2%). A razão entre a 
vazão da fase móvel e a vazão da solução rica em micelas foi igual 
0,5/1,0 mL min-1. Temperatura da coluna de 25oC; volume de 

amostra de 40 L; detecção em 285/330 nm. 268 

Figura 92. Cromatograma obtido pela introdução de uma solução de 

GAL (11,5 g mL-1) usando fase móvel de tampão acetato (10 mmol 
L-1; pH 5,0) contendo (Et)3N (0,5%) propano-2-ol (2%)/ACN (80/20% 
v/v) com mistura, na mola de reação, de (A) solução rica em micelas 
preparada em tampão acetato (10 mmol L-1; pH 5,0) contendo SDS 
(100 mmol L-1) e (Et)3N (0,5%) e propano-2-ol (2%) e (B)  solução 
tampão acetato (10 mmol L-1; pH 5,0). A razão entre a vazão da fase 
móvel e a vazão da solução rica em micelas foi igual 0,5/1,0 mL  

min-1. Temperatura da coluna de 25oC; volume de amostra de 40 L; 
detecção em 285/330 nm. 270 

Figura 93. Curva analítica construída para GAL feitas com adição na 
mola de reação após a coluna cromatográfica de (A) de solução rica 
em micelas de SDS e (B) solução sem surfactante.  271 

Figura 94. Gráfico de resíduos das curvas analíticas da GAL feitas 
com adição na mola de reação após a coluna cromatográfica de (A) 
de solução rica em micelas de SDS e (B) solução sem surfactante. 272 

Figura 95. Cromatograma obtido pela introdução de amostra de 
riacho por HPLC      usando a abordagem de mistura de solução rica 
em micelas de SDS na mola de reação após a coluna 

cromatográfica: (A) amostra fortificada com GAL (11,5 g mL-1) e (B) 
ensaio com branco de amostra. Fase móvel de tampão acetato (10 
mmol L-1; pH 5,0) contendo (Et)3N (0,5%) propano-2-ol (2%)/ACN 
(80/20% v/v) com mistura, na mola de reação, de solução rica em 
micelas preparada em tampão acetato (10 mmol L-1; pH 5,0) 
contendo SDS (100 mmol L-1) e (Et)3N (0,5%) e propano-2-ol (2%) A 
razão entre a vazão da fase móvel e a vazão da solução rica em 
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micelas foi igual 0,5/1,0 mL min-1. Temperatura da coluna de 25oC; 

volume de amostra de 40 L; detecção em 285/330 nm. 
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ND N-desmetilgalantamina 

NOx N-óxido galantamina 

OD O-desmetilgalantamina 

P. Passiflora 

PAM Parâmetros Analíticos de Mérito 

RRLC Rapid Resolution Liquid Chromatography 

SDS Dodecil sulfato de sódio 

uc Incerteza combinada 
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“Não é o mais forte que sobrevive, nem o mais inteligente, mas o que se adapta 

melhor as mudanças.” 

(Charles Darwin) 
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