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FOSFORIMETRIA NA TEMPERATURA AMBIENTE E EM
SUBSTRATO SOLIDO (FTASS) PARA A DETERMINACAO DE DOIS
DERIVADOSDA b-CARBOLINA (HARMANE E HARMINE)

1. Introducéo

1.1. b-Carbolinas

O harmane (1- metil-b-carboling) e o harmine (7- metdxi- 1-metil-b-carbolina) pertencem
a familia das b-carbolinas. Suas estruturas quimicas fFigura 1) estdo elacionadas com as
estruturas das aminas aromaticas heterociclicas, as quais sdo identificadas como produtos da
pirdlise de aminoacidos e proteinas contidas em carne ou peixe cozidos, por exemplo. O
harmane, especificamente, € um dos principais produtos obtidos da pirdlise do D, L-
triptofano.® Além disso, o harmane também é um dos produtos da oxidaco de um outro b-
carbolina, o 1- metil-tetrahidro-b-carboling, o qual é formado no organismo apos a ingestéo de
&lcool, sendo maior a sua concentracdo durante o periodo de ressaca.? O harmane e o harmine
também sdo congtituintes normais do corpo e sdo produzidos in vivo pela ciclizacdo de
alquilaminas-indélicas com aldeidos, ocorrendo na maioria dos tecidos animais e humanos. 3
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Figura1: Estruturas do harmane (a) e do harmine (b)

Em paises em desenvolvimento, uma boa parte da populagdo ainda usa a medicina
tradicional para satisfazer as suas necessidades de sallde, e as plantas medicinais ainda
constituem um material basico para a pesguisa farmacologica e para 0 desenvolvimento de
novas drogas. O harmane e o harmine estdo presentes em vérias plantas medicinais, tais como
a Grewia bicolor, a Tribulus terrestris, a Passiflora incarnata e principalmente a Peganum

harmala E.S(Figura 2), aqua contém cerca de 55,5 mg de harmine por grama de extrato seco

Figura 2: Planta medicinal Peganum harmala L ., fonte de
harmane e harmine




As sementes da Peganum harmala L., em peguenas doses (25 — 50 mg), agem como
estimulantes terapéuticos cerebrais brandos, algumas vezes provocando sono durante um
periodo de 12 horas. Em doses maiores (acima de 750 mg) os efeitos sdo aucindgenos,
podendo até mesmo causar paralisia.®

Inicialmente conhecidos por suas potentes acdes psicoativas e alucindgenas, estes
compostos tém mostrado uma grande variedade de propriedades farmacolgicas, incluindo
atividades antimicrobiais, antivirais, anticonvulsivas, hipnoticas, vasorelaxantes, anti-HIV e
antitumorais.” A importancia dessas substancias no sistema biolégico deve-se ao fato de
possuirem funcbes antioxidantes® e de terem forte efeito no sistema nervoso central,
interagindo com sistemas neurotransmissores tais como 0s receptores serotonina e dopamina.

Devido a presenca destes compostos em uma variedade de alimentos como o arroz, o
milho e carnes e peixes fritos ou grelhados (mais de 184 ng g'), em bebidas como o vinho, a
cerveja e o uisque (acima de 42 mg.mL™t) e em cigarros (mais de 14,1 ng.g* de tabaco), eles
sdo agora corsiderados como contaminantes comuns da dieta didria das pessoas 1%, Apds
eXposicao aos mesmos, eles podem ser encontrados e quantificados em urina (em nivels de
97,7 a 259 ng em um volume total de amostra coletada em 24 horas) e em sangue humanos.
Acredita-se que a sua presenca no sangue possa ser originada da condensacdo da triptamina e
do acetaldeido.! Embora pouco se saiba sobre 0 mecanismo de transporte destas b-carbolinas
ao longo da membrana celular, o seu nivel de fototoxidade tem uma relagdo direta com a
permeabilidade da droga na membrana.**

O harmane e 0 harmine também sd0 responsdveis por uma doenca que causa uma
desordem neurolégica complexa dos movimentos, provocando tremores involuntérios que
normalmente atingem as maos, mas que também podem afetar a cabeca, a face, o maxilar, a
lingua, a voz, as pernas e 0s pés. Esta doenca atinge mais de dez milhdes de pessoas nos
Estados Unidos e é considerada até mais comum que o mal de Parkinson, o qual aém do
tremor, também causa lentiddo dos movimentos. Um estudo em pacientes com esta doenca,
mostrou que os niveis de harmane eram duas vezes maiores no sangue de pacientes humanos
se comparados com 0 sangue de animais, sugerindo gue pacientes cronicamente expostos a
atos niveis de harmane em suas dietas, metabolizam este alcaldide de forma diferente ou
simplesmente produzem maior quantidade deste.>*2

O estudo de suas propriedades anticancerigenas mostrou que a presenca de harmane na
dieta de macacos provocou ateragdes celulares, principalmente no figado e no rimt. Um outro
estudo, também em macacos, mostrou que o harmine teve um efeito moderado contra um tipo
de cancer no pulmao.”

Conforme j& foi mencionado, o harmine constitui um dos principais metabdlitos do
harmane. Cerca de 13% do harmane administrado oralmente por ratos, foi transformado em
harmine (analise feita em sangue por HPLC). O aparecimento de harmine no sangue apos a
administracdo oral de harmane, sugere que este sofre prioritariamente uma biotransformacéo
hepética a0 invés de entrar diretamente na circulacdo sanglinea. O harmane, uma vez
absorvido pelo corpo, sofre um primeiro passo do metabolismo pelo citocromo R450 no
figado, produzindo o metabdlito %hidroxil, o qual é metilado para gerar 0 harmine. Uma
porcdo deste harmine entra na circulagdo sangliinea, enquanto que uma outra por¢cdo €
catalisada pela enzima P-450 para hidroxilagdo ou eliminacdo na bilis. Uma vez que a
metilacdo do 7-hidroxi-harmane aumenta a lipofilicidade, o harmine pode ser mais
favoravelmente distribuido pelos tecidos do corpo®®.



1.2. Fosforescéncia

O fenémeno luminescente € definido como a radiacdo emitida por espécies quimicas
(lumindforos) quando elas sofrem uma transicdo radiativa de um nivel de energia excitado
para um outro nivel de menor energia, 0 que € decorrente da interacdo entre a matéria com a
radiacdo eletromagnética na regido do visivel e do ultravioleta (UV). A luminescéncia
estimulada pela absorcéo de radiacéo é denominada fotoluminescéncia, a qual se divide em
fluorescéncia e em fosforescéncia.**

Quando uma molécula absorve um foton, ela é promovida para um estado de maior
energia (estado excitado). Nessa transicdo eletronica, elétrons de valéncia sdo promovidos
para outro orbital, com um aumento concomitante na energia da molécula.’® A natureza dos
orbitais envolvidos em uma transicdo eletrébnica € um fator importante na determinacdo das
caracteristicas luminescentes da molécula

A fosforescéncia de moléculas organicas pode ser definida como a transicdo radiativa,
originada do estado excitado triplete de mais baixa energia, T, para o estado fundamental
singlete, Sy. Esse processo é demorado (102 a 10 segundos), e pode ser observado sob
condicBes especificas, devido ao acoplamento spin-oOrbital, interno ou externo, que mistura
estados singlete puros e estados triplete, para produzir estados com caracteristicas mistas em
multiplicidade de spin'®. O processo foto-fisico descrito acima é mostrado na Figura 3.

Figura 3: Representacdo esquematica do processo de fosfor escéncia em temper atura ambiente. Sy, estado
singletefundamental; S;, primeiro estado singlete excitado; T,, Primeiro estado excitado triplete; exc,
excitacao; flu, fluorescéncia; v, relaxamento vibracional; 1SC, cruzamento de sistemas; g, quenching

bi molecular; phos, fosforescéncia

Com o objetivo de obter a fosforescéncia direta, a molécula é foto-excitada com
comprimento de onda apropriado. ApOs a excitacdo, ocorrem rapidamente a desativacdo
vibracional e conversdo interna. Por esta raz8o, a fluorescéncia, fendbmerp radiativo, é
geralmente emitida do nivel vibracional mais baixo do primeiro estado excitado singlete, S;.
Uma fragdo significativa de molécul as excitadas podera sofrer cruzamento intersistemas (1SC)
pata T;, envolvendo o acoplamento vibracional de S para T;. Embora as transi¢des singlete-
triplete constituam processos proibidos, existe probabilidade para que ocorra a conversao
interna do estado excitado singlete para o triplete, uma vez que a energia do mais baixo nivel
vibracional do estado triplete é inferior & que corresponde ao estado singlete?’.

A existéncia de moléculas no estado triplete ndo € o Unico requisito para que ocorra o
processo de fosforescéncia. Para que sgja eficiente, o processo de desativacdo pela
fosforescéncia deve ser capaz de competir com outros tipos de desativacdo disponiveis para o
estado triplete — desativagdo por processos ndo-radiativos e desativagdo (quenching)
bimolecular do oxigénio molecular dissolvido e outros desativadores.



Conforme ja foi mencionado, moléculas no estado T1 possuem grande probabilidade de
se desativar para S por processos ndo-radiativos, por causa da diferenca dos tempos de vida
dos processos. Por isso, para aumentar a chance de uma molécula fosforescer, se faz
necessario minimizar esses processos nao-radiativos de desativacdo de Ti.

A minimizacdo das colisdes moleculares entre o luminéforo e as moléculas do solvente
e arestricdo das vibragdes moleculares foram primeiramente realizados pelo congelamento da
amostra a 77 K. O uso de substratos solidos ou e meio organizado em solucdo aquosa
(micelas, por exemplo) vem permitindo a observacdo de fosforescéncia na temperatura
ambiente (FTA).

A FTA surgiu como uma aternativa vidvel para o uso rotineiro das técnicas baseadas na
fosforescéncia molecular, considerando que a técnica tradicional, desenvolvida usando matriz
na temperatura de 77 K, é experimentalmente trabalhosa e sofrivel com relagdo a
repetitividade. O uso de substratos solidos de baixo custo e de fécil preparacdo facilitou a
observacdo de intensa bsforescéncia na temperatura ambiente. Gracas a sua eficiéncia na
imobilizacdo de moléculas organicas, 0 substrato solido tem demonstrado uma capacidade
impressionante em permitir a observag&o de fosforescéncia de vérias classes de analitos. Além
disso, o substrato solido é compativel com o uso de diferentes sais de atomos pesados, quando
comparado com a outra maneira de se obter FTA: 0 meio micelar. O uso do meio micdar, na
prética, tolera 0 uso de apenas dois (I e de TI") dos seis ions de &omos pesados
tradicionalmente aplicados em fosforimetria. Esses fatos aumentam a versatilidade e a
seletividade da aplicagdo analitica desse fendmeno com substrato solido.*81°

Entre os diversos materiais estudados para servir de substrato sdlido em FTA, a celulose
na forma de papel de filtro ou cromatogréafico tem sido 0 mais conveniente. Uma de suas
caracteristicas peculiares é ainteracdo entre o analito e os grupos hidroxila do papel por meio
de ligacBes de hidrogénio®®. Além disso, os poros da superficie do papel sdo sitios onde as
moléculas do analito podem penetrar e interagir tridimensionalmente com o substrato apds a
secagem.

Uma grande desvantagem do uso dos substratos de celulose € sua fosforescéncia natural
(proveniente das ligininas e hemiceluloses do papel) que limita a sensibilidade da FTASS.?° O
principa procedimento para diminuir o sinal de fundo®! do papel consiste en uma etapa de
lavagem com agua fervente seguida de uma etapa de exposicdo a radiacdo ultravioleta. Esse
procedimento, desenvolvido simultaneamente por Campiglia e de Lima®? e por McLeese e
Dunlap?, é capaz de reduzir o sinal de fundo em até 98%. Mais recentemente, a partir de um
plangjamento fatorial 22, Cardoso et al ** adaptaram esses procedimentos para reduzir o tempo
total do tratamento de 16 para apenas 4 h, com fatores de reducdo de sinal de fundo
semel hantes aos obtidos com os procedimentos originais.

1.3. Parametros que afetam o sinal fosfor escente

Varios fatores, gue podem ser manipulados experimentalmente, afetam a fosforescéncia
em substrato solido e conseqientemente o desempenho da técnica FTASS. Entre estes,
podemos destacar a presenca de espécies desativadoras, a natureza do solvente, o pH do meio
onde o analito é dissolvido, a presenca de ions de &omo pesado e a presenca de modificadores
de superficie tais como surfactantes. A seguir fazse uma descricdo do efeito de cada um
desses fatores.



Influéncia do oxigénio e da umidade

A fosforescénecia de espécies luminescentes pode ser minimizada ou até mesmo
eliminada por meio de interagcbes com outras espécies quimicas presentes. A este fenémeno
dé&-se 0 nome de quenching (“desativacdo do estado excitado”)*®, podendo ser classificado em
doistipos: o estético e o dinamico.

Tanto o problema da umidade quanto do oxigénio podem ser reduzidos através de
secagem prévia do substrato e de purga de nitrogénio seco sobre a superficie do substrato de
celulose antes e durante o procedimento de leitura da fosforescéncia.

Efeito do atomo pesado

O aumento do sinal fosforescente por &omos pesados pode ser induzido pela presenca
destes na forma de ligantes (efeito interno do &tomo pesado)®® ou por sais inorganicos de
&omos pesados adicionados & matriz do analito (efeito externo do &omo pesado)?®. No
entanto é dificil prever qua ion de daomo pesado ira favorecer a fosforescéncia de um
determinado analito. Por isso, € necessario um estudo sisteméatico para verificar o efeito dos
sag fons de &omos pesados tradicionalmente mais empregados (I, TI*, Ag’, Pb®*, H*",
Cd.

Efeito do surfactante como modificador de superficie

O uso de surfactantes associados aos substratos sdlidos tem sido proposto para a
FTASS.?” A adicdo de um agente surfactante anidnico, como o dodecil sulfato de sodio
(SDYS), previamente a adicdo do atomo pesado e da solucédo do analito no substrato sdlido,
pode produzir um grande aumento de sinal fosforescente, pois a longa cadeia alquil do anion
do surfactante pode proteger o analito contra fotodecomposicdo causada pela fonte de
irradiaco durante as medidas espectrais®®. Além disso, o surfactante na superficie do papel
pode organizar as moléculas do analito, aumentando a quantidade de sitios ativos e a rigidez
da molécula, e aproximando-as mais dos ions de metais pesados. Esse maior contato entre o
analito e os fons de &omo pesado aumenta a probabilidade de acoplamento spin-orbital .?° O
surfactante também evita que as moléculas do analito e do &omo pesado penetrem nos poros
da celulose, facilitando a interacéo destas moléculas com a superficie do papel. Entretanto, se
a quantidade de SDS for excessiva, 0 sinal tende a cair por causa, por exemplo, da dificuldade
de interacdo entre o &omo pesado e a radiaczo incidente (efeito filtro).?®

Influéncia do sistema de solventes

O efeito da composicdo do sistema de solventes usado no sinal luminescente medido em
solucdo é diferente do efeito na luminescéncia em substrato de celulose. Em solugdo, de
acordo com Jablonski*°, substancias arométicas, tais como a maioria dos lumindforos, sio
mais polares quando estdo no estado excitado, devido as mudancas na distribuicdo de elétrons
p da molécula que acontecem natransicdo. As interacfes entre as mol éculas do(s) solvente(s)
com as moléculas do soluto tém caréter fortemente eletrostéatico’® e, como normalmente, sdo
as diferencas entre as energias de estabilizacdo do estado fundamental e do estado excitado
gue definem quais os processos (radiativos ou ndo-radiativos) sdo dominantes na desativacéo
do estado excitado, conclui-se que o favorecimento dos processos de desativacdo radiativa é
conseqguiéncia da estabilizacdo do soluto com o estado excitado mais polar, na presenca de
solventes mais polares. Embora a capacidade fotoluminescente sgja principal mente em fungéo



da estrutura molecular, o0 meio, particularmente o solvente de uma molécula potenciamente
fosforescente, tem um grande efeito ra presenca de sinal fosforescente. '

Entdo, a escolha do solvente para depositar 0 anaito no substrato sélido € de muita
importancia para a obtencéo de um bom sinal fosforescente. A solubilidade do analito é
logicamente um aspecto fundamental que também deve ser considerado.®

Influéncia do pH

Um outro fator muito importante para a obtencdo de um bom sinal fosforescente € o
controle do pH da solugcdo do andito a ser depositada no papel. Von Wandruszka e
Hurtubise®! primeiro notaram que a FTA do 4cido p-aminobenzéico adsorvido em acetato de
sodio diminuia muito em meios extremamente 4cidos ou bésicos. De Lima e M. Nicola®? em
seus estudos com diversas substéncias organicas depositadas em papel de filtro, concluiram
gue cada composto em particular tem o seu melhor pH, cujo sinal fosforescente sera maximo.

Um dos aspectos mais relevantes das reacfes &cido-base de moléculas potencialmente
luminescentes € a producdo de derivados com maior fp devido a protonagdo ou hidrélise
acida ou bésica. Além disso, espécies com cargas tém maior probabilidade de mostrar sinais
mais intensos, 0 que se deve ao fato de que espécies ionizadas possuem maior rigidez
molecular depois de adsorvidas no papel, produzindo uma 6tima condicdo para FTA. 3

Enfim, o efeito do pH na intensidade fosforescente € largamente dependente da
mol écul§a4anal isada, sendo a escolha do pH muito importante para melhorar a sensitividade da
FTASS.

2. Objetivos

Os objetivos foram primeiramente o otimizar as condigdes experimentais e
instrumentais para a determinacdo espectrofosforimétrica sensivel de dois derivados da (3
carbolina (harmane e harmine) validando parcialmente essas metodologias, e, em segundo
lugar, avaliar a possibilidade da determinagdo seletiva de harmane e harmine em amostras
contendo os dois derivados da 3-carbolina utilizando apenas um simples gjuste das condicoes
experimentas.

3. Materiaise M étodos

3.1. Materiaisereagentes

Os dois derivados da b-carbolina, harmane 98% e harmine 98%, foram adquiridos da
Acros Organics (EUA). Os sais inorganicos utilizados no preparo das solugdes de atomos
pesados foram de vérias procedéncias. Nitrato de télio (1) e acetato de cadmio dihidratado
foram da Acros Organics (EUA); nitrato de prata, nitrato de chumbo (I1) e cloreto de mercuario
(I1) da Vetec (Brasil); iodeto de potassio da Merck (Brasil).

O aurfactante utilizado como modificador de superficie foi o dodecil sulfato de sodio
99% proveniente da Merck (Brasil). O sulfito de sddio obtido também na Merck (Brasil) foi
utilizado somente nos testes feitos para verificar se os analitos emitiam sinal fosforescente
diretamente em solucéo.

Os solventes usados foram metanol P.A. da Merck (Brasil) e agua ultrapurificada obtida
do Ultra Purificador de agua Master System 1000 — GEHAKA. Quando era necessario tornar
0 meio acido ou basico, utilizou-se &cido cloridrico P.A. e hidroxido de sodio P.A., ambos da
Merck (Brasil).



O nitrogénio comercial (99,96 %) utilizado para purgar o interior do espectrémetro de
luminescéncia foi adquirido na AGA (Brasil).

Uma micropipeta regulavel de 1 a 10 mL da Wheaton Socorex (Suica) foi utilizada para
a aplicacéo das solugdes de analitos, atomos pesados e surfactantes no substrato de celulose.
Para o preparo de solugdes foi utilizada micropipeta reguldvel de 100 a 1000 L da Brand
(Brasil).

Os substratos solidos utilizados para inducdo de fosforescéncia foram o papel Whatman
42 da Whatman Ltd (Inglaterra) fornecido pela J. Prolab (Brasil), sendo ambos previamente
tratados para a reducdo do sinal de fundo®.

3.2. Instrumentacao

3.2.1. Espectrdmetro de luminescéncia

Os espectros de excitacao e emissdo fosforescentes foram obtidos em um espectrémetro
de luminescéncia comercia da Perkin Elmer modelo LS 55 (Perkin EImer, EUA) (Figura 4).

O equipamento tem como fonte de excitacdo uma lampada pulsétil do tipo descarga de
xendnio de 20 kW com 8us de duragdo de pulso. O detector € um tubo fotomultiplicador
R928 com resposta modificada S5 sensivel para detectar radiacéo até em torno de 900 nm.
Monocromadores do tipo Monk-Gillieson cobrem &s faixas espectrais de 200-800 nm para
excitagdo e 200-900 nm para emissao.

Entre os va&rios acessorios que 0 equipamento possui, para redizar as medicOes de
fosforescéncia em substrato solido, foi utilizado o aparato de medicdo em superficie sdlida
gue é acoplado no compartimento de amostra do espectrdmetro de luminescéncia.

Figura 4: Espectrdmetrode luminescéncia comercial da Perkin-EImer — modelo L S 55

3.2.2. Reator fotoquimico

Um reator fotoquimico, cuja foto € mostrada na Figura 5a, foi montado em uma carcaca
de estufa com o uso de um conjunto de seis |ampadas de vapor de mercurio de 6W (lampadas
de esterilizacd0) cuja emissdo maxima (I max) € em torno de 300 nm. Parairradiar as solucdes



de analito foram utilizados tubos de quartzo (1,9 cm de didmetro e 13,7 cm de atura). Os
papéis Whatman 42 e Qualy foram irradiados ja cortados em circulos de 18 mm de didmetro
(Figura 5b).

Figura5: (a) Reator fotoquimico e (b) detalhe dos papéis sendoirradiados

3.2.3. Sistema delavagem dos papéis

Para tratamento dos papéis utilizados como substrato solido foi necessério submeté-1os
a um processo de lavagem em extratores Soxhlet (Figura 6a), seguido de secagem sob luz de
l&mpada infra- vermelha de 150 W (Phillips, Brasil) mostrada na Figura 6b.

@ (b)

Figura 6: (a) Sistema para lavagem (soxhlet) e (b) secagem (Iampada) do substrato de papel

Somente apds estas etapas é que os papéis eram cortados em circulos de 18 mm de
diametro e irradiados por duas horas, conforme mostra a Figura 6b.
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3.2.4. Sistema de secagem a vacuo

Para a secagem dos substratos de celulose apds deposicdo de amostras ou brancos, um
dessecador a vacuo foi usado. O vécuo foi produzido por uma bomba da Fisatom (Brasil),
modelo 820 de 300 W.

3.3. Procedimentos

3.3.1. Procedimento de preparacéo de substrato de celulose de baixo sinal de fundo

Parareduzir o sinal de fundo dos substratos de celulose foi necessario submeté-los aum
procedimento de reducéo de sinal de fundo que consiste primeiramente em uma etapa de
lavagem com agua em extrator Soxhlet (duracéo de duas horas). ApOs secagem sob |ampada
infra- vermelha (30 min), os papéis foram cortados em circulos de 18 mm de didmetros, os
quais foram expostos a radiacdo ultravioleta em um reator fotoquimico (Figura 5b) por duas
horas. Esse procedimento foi adaptado de Cardoso et. al®*.

3.3.2. Procedimento geral para medicdo do sinal fosforescente

Para a medicdo da fosforescéncia, volumes de 5 L das seguintes solugbes foram
depositados na superficie do substrato solido, com o auxilio de micropipeta, hecessariamente
nesta ordem: solucdo de surfactante (quando necessério), solugdo de sal de metal pesado
(quando utilizado) e solucéo de amostra ou branco (Figura 7). Uma planilha demarcada para
indicacdo de posicdo de amostra foi usada para auxiliar esse procedimento.

Substrato
solido

Figura 7: Aplicagdo das solugdes no substrato sdlido com auxilio de planilha demarcada para indicagdo de
posicdo de amostra.

Os substratos sélidos onde foram depositadas as solugdes foram entdo deixados para
secar sob vacuo em dessecador (coberto com papel aluminio para evitar possiveis efeitos de
degradacdo do andlito pela luz ambiente) por um periodo de duas horas. No momento da
medicdo de sinal, cada substrato foi colocado em um suporte (Figura 8a), o qual foi acoplado
a0 aparato de medicdo em superficie solida (Figura 8b) que fica no compartimento de amostra
do espectrdmetro de luminescéncia. O substrato foi purgado, por um periodo de trés min, com
um fluxo de nitrogénio seco direcionado na posicéo onde as solugbes foram depositadas.
Apos este intervalo de tempo, e ainda sob o fluxo de nitrogénio, foram feitas as varreduras de
espectro e medigoes das intensidades dos sinais fosforescentes.
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Figura8: (a) Colocacédo do substrato de papel no suporte que é acoplado ao (b) aparato de medi¢do em
superficiesdlida

4. Resultados e Discussoes
4.1. Otimizagdo dos parametrosinstrumentais

4.1.1. Fosforescéncia em funcéo do pH

Trés diferentes meios foram testados. pH natural da solucéo do analito, pH acido e pH
basico. A concentracdo final dos analitos nas soluces foi fixada em 4 x 10* mol L! eas
concentracdes do acido ou da base, utilizada nas solugdes com pH modificado, foram iguais a
0,2 mol L™

Neste primeiro momento ndo foi feito, entdo, uso de surfactante, ce sais de metais
pesados e nem de radiagdo UV, pois o objetivo era verificar se as moléculas dos analitos ja
emitiriam sinal fosforescente por si s6s quando imobilizadas no papel.

Apobs as medigdes de fosforescéncia, as médias dos resultados das triplicatas foram
calculadas e se encontram na Tabela 1, onde pode ser visto que o harmine € mais sensivel a
variagdo de pH e, mesmo sem o auxilio de metais pesados e surfactante, ja emite um bom
sinal fosforescente em pH natural e principalmente em pH acido (resultados em negrito). Ja
para 0 harmane, fosforescéncia de baixa intensidade foi observada em pH’s natural e écido. Ja
no pH basico, nenhuma fosforescéncia foi observada para ambos os compostos.

Espectros de fosforescéncia de ambos os compostos em pH natural e &cido encontram-
senaFigura9 e naFigura 10, respectivamente.

IA'lB (l ex/I em)
pH --> Natural Acido Basico

Harmane 24 29 0
(251/498) | (251/498)

Harmine 473 630 0
(250/500) | (250/498)

Tabela 1: Fosforescéncia do harmane e do harmine em fun¢ao do pH
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Figura 9: Espectros de fosforescéncia do harmane e do harmine em pH natural
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Figura 10: Espectros de fosfor escéncia do harmane e do harmine em pH acido

4.1.2. Fosforescéncia em funcdo do efeito do atomo pesado e do pH

Seis diferentes &omos pesados (AgNOs 0,01 mol L', TINO; 0,25 mol L%, KI 1,0 mol
L%, Pb(NOs), 0,25 mol L, HgCh 0,20 mol L, C4HsCdOs.2H,0 0,50 mol L) foram
adicionados separadamente nos substratos solidos, sendo em seguida, depositadas solucbes
dos analitos preparadas nos trés diferentes meios (pH écido, pH basico e pH natural).

As médias dos resultados das triplicatas encontramse na Tabela 2, onde os melhores
sinais obtidos estdo em negrito.

Para o harmane 6timos valores foram alcancados em pH natural (pH = 7,7), na presenca
dos ions Ag" ou TI" como &omos pesados. Em meio bésico os vaores ndo foram
significativos e houve formag&o de precipitados amarelo e marrom na presenca de Ho? " e Ag'
respectivamente, impossibilitando a leitura do sinal fosforescente nestes casos. Em meio
&cido, as intensidades ndo foram aumentadas.
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A Tabela 2 também mostra que, assim como o harmane, os melhores sinais de
fosforescéncia para o harmine sdo em pH natural (pH = 5,1), na presenca dos ions Ag'
(amplificacdo de sinal de 3,4 vezes) e TI" (amplificagio de sinal igual a 2,2 vezes).

Portanto, o efeito do &omo pesado foi mais significativo para o harmane, visto que
provocou uma amplificacdo de sinal muito maior, muito embora beneficios também fossem
observados no caso do harmine.

NaFigurall e na

Figura 12 est&o os espectros de fosforescéncia de ambos 0s compostos, em pH natural,
ficando visualmente clara a importancia do efeito externo do atomo pesado no aumento do

snal.

Tabela 2: Efeito do &tomo pesado e do pH na fosfor escéncia do harmane e do harmine

[a-lB
(I ex/ em)
Harmane Harmine
pH --> Natural Acido Basico Natural Acido Basico
Ag” 3356 22 0 1600 372 0
(248/455) | (250/504) (248/451) | (336/504)
TI 737 25 261 1018 256 209
(254/493) | (249/496) | (284/594) | (251/494) | (250/500) | (300/596)
|- 12 14 34 127 48 48
(263/494) | (253/507) | (250/501) | (255/490) | (251/502) | (251/595)
Hg*" 0 0 0 152 6 0
(336/498) | (336/500)
Pb** 40 43 7 351 349 87
(301/493) | (301/494) | (301/487) | (335/497) | (330/497) | (336/489)
Cd* 92 38 45 252 256 70
(248/453) | (250/501) | (289/448) | (251/484) | (336/489) | (325/457)
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Figura 12: Espectros defosforescéncia do harmine em pH natural

Na Figura 13 e na Figura 14 observa-se a influéncia da concentracéo destes sais de
metais pesados na intensidade do sinal fosforescente dos dois derivados da (3carbolina no
substrato de celulose.

Foi verificado que, no caso do ion Ag gFigura 13), a melhor amplificagdo de sina foi
observada com 0 uso de solucdo 0,01 mol L, produzindo um grande aumento de sinal em
ambos 0s compostos (principalmente para o harmane). Para maiores concentragdes de Ag'
observou-se a queda sistematica de sinal, 0 que era esperado, pois a prata tende a sofrer
oxidacdo ao longo do periodo de duas horas em que o substrato sdlido fica no dessecador
formando uma camada marrom (Oxido de prata) que filtra a radiagdo de excitagdo incidente.

Para 0 ion TI, a tendéncia de aumento de sinal foi diretamente proporcional ao
aumento da concentracdo molar de TINOs; depositado no substrato. Assim, os melhores
resultados foram obtidos com o uso das solucdes 0,25 mol L (concentracdo méxima em que
se consegue dissolver 0 sa de tdlio), sendo este efeito muito mais visivel para 0 harmine
(Figura 14).

Assim, baseado nos resultados destes experimentos, escolheuse as solugdes de Ag'
0,01 mol L't ede TI* 0,25 mol L™ para o desenvolvimento dos métodos para o harmane e para
0 harmine.
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—8— Harmine —&— Harmane

Figura 13: Influéncia da concentracéo do ion Ag* no sinal fosfor escente do harmane (a 254/453 nm) e do
har mine (a 248/450 nm), em pH natural.
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Figura 14: Influéncia da concentracéo do ion TI* no sinal fosfor escente do har mane (a 261/490 nm) e do
harmine (a 254/492 nm), em pH natural.

Foi feito também um guste fino do pH pela medicdo dos sinais fosforescentes de
solucdes de harmane e harmine preparadas em meio tamponado (pH s entre 2,5 e 12).
Os resultados desse estudo podem ser vistos na

Figura 15 e na Figura 16. Na presenca do ion Ag" (
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Figura 15), observa-se um aumento de sinal com o aumento do pH para os dois analitos.
No caso do harmine, o sinal méximo ocorre em pH em torno de 9, diminuindo em seguida
devido a formagdo de precipitado branco a partir do pH 10. Para o harmane, o aumento de
sina acontece aé o pH em torno de 11 mantendo-se estavel até pH=12, de onde
provavelmente, de acordo com o indicado nos estudos preliminares, diminuiria em meio mais
bésico. Com 0 uso do fon Ag', os pH's 9 e 12 foram selecionados para 0 harmine epara o
harmane respectivamente.

Quando o ion de metal pesado foi o TI" (Figura 16), a variagdo do pH n&o provocou
alteracOes significativas nos sinais do harmane; assim, o pH natura (7,7) foi escolhido nesse
caso.

Assim, concluiu-se que os melhores valores de pH para se trabalhar quando o metal
pesado € a prata, sdo 12 e 9, para 0 harmane e o harmine, respectivamente. Quando é utilizado
talio, o pH natural foi melhor para ambos 0os compostos.
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3000 -

Ia-ls
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pH

—&— Harmane —e—Harmine

Figura 15: Influéncia do pH no sinal fosfor escente do harmane 4 x 10* mol L™ /Ag* 0,01 mol L™ edo
harmine4 x 10 mol L™*/Ag* 0,01 mol L™, a 250/455 nm e 247/451 nm, r espectivamente. Os pontos em
vermelho correspondem ao pH natural.
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Figura 16: Influéncia do pH no sinal fosforescente do harmane 4 x 10* mol L™ /T1* 0,25 mol L™ edo
harmine4 x 10 mol L™2/SDS 0,2 mol L™/T1* 0,25 mol L™, a 254/493 nm e 251/490 nm, r espectivamente.
Os pontos em ver melho correspondem ao pH natural.

4.1.3. Efeito do SDS como modificador de superficie do substrato de celulose

Para verificar tal efeito, uma solucdo de dodecil sulfato de sadio (SDS) 0,07 mol L™ foi
adicionada no substrato de celulose previamente a adicdo da solucdo do analito. As médias
das medicdes (em triplicata) de fosforescéncia podem ser vistos na Tabela 3.

Comparando-se com 0s sinais observados sem a aplicacéo de SDS, houve uma grande
reducdo das intensidades emitidas nas trés faixas de pH (principalmente para o harmine)
guando o SDS foi usado. Esse efeito € mostrado nos espectros na Figura 17 e na Figura 18, o
gue se permite concluir que o uso do surfactante para estes analitos ndo foi favoravel.

IA'lB (I ex/I em)

pH --> Natural Acido Béasico
SDS + Harmane 14 0 0
(250/500)
SDS + Harmine 45 25 0
(251/501) | (250/501)

Tabela 3: Efeito do surfactante, associado a influéncia do pH, no sinal fosforescente do harmane e do
harmine
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Figura 17: Espectros de fosfor escéncia do harmine, em pH natural, com e sem uso do SDS
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Figura 18: Espectros de fosfor escéncia do har mine, em pH acido, com e sem uso do SDS

4.1.4. Efeito do SDS como modificador de superficie do substrato de celulose associado

avariacdo de pH e na presenca de diferentes ions de atomo pesado

Testes foram realizados para verificar a influéncia do uso do SDS, associado a variagéo
do pH na presenca de diferentes ions de d&tomo pesado.

Os resultados (médias das triplicatas) encontram-se na Tabela 4.

Mesmo com o0 uso de ions de metais pesados, o surfactante também reduziu
significativamente os sinais fosforescentes de ambos os derivados da [3-carbolina
Comparando com os valores obtidos sem o uso do surfactante (Tabela 2), no caso do harmane
em pH natural, o sina foi 47,9 vezes menor quando utilizamos SDS/Ag" e 3,6 vezes menor
quando utilizamos SDS/TI". Para 0 harmine, também em pH natural, a redugdo foi de 51,6
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vezes para a situagdo SDS/AG' e de 3,7 para SDS/TI". Os espectros destes resultados podem
ser visualizados na

Figura19 e naFigura 20.
Ia-Ig
(I ed! em)
Harmane Harmine
pH --> Natural Acido Basico Natural Acido Basico
SDS+Ag* 70 4 0 31 36 0
(248/451) (250/503) (246/481) (334/500)
SDS+TIF 206 9 87 278 9 7
(254/491) (249/498) (284/594) (254/494) (252/501) (300/596)
SDS+ I 13 0 1 3 a1 19
(250/597) (252/491) (255/497) (250/597)
SDS + Hg** 0 0 0 0 28 0
(331/498)
SDS + P 0 0 0 21 A 0
(328/497) (331/496)
SDS+ CdF™ 15 2 12 15 % 13
(252/494) (249/501) (302/461) (251/490) 252/497) (243/494)

Tabela 4: Influéncia do agente surfactante, associado ao efeito do &tomo pesado e do pH, no sinal
fosforescente do harmane e do harmine
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Figura 19: Efeito do SDS associado ao metal pesado, em pH natural, para o harmane
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Figura 20: Efeito do SDS associado ao metal pesado, em pH natural, para o harmine

Embora n&o se tenha observado efeito benéfico do uso de SDS (0,07 mol L) no sinal
fosforescente durante os testes preliminares feitos para os dois derivados de (3-carbolinas, um
estudo mais detalhado utilizando solucBes de SDS de diferentes concentragdes molar foi
realizado conjuntamente com o uso dos ions TI" ou Ag'.

Quando foi utilizado o fon Ag" 0,01 mol L! como fon de metal pesado, observouse
uma acentuada queda nos sinais fosforescentes dos analitos com o uso de qualquer quantidade
de SDS (Figura 21) depositado no substrato. J& no caso do TI' (0,25 mol L?), o
comportamento foi muito diferente, dependendo do analito. No caso do harmane, a presenca
do SDS, em qualquer das quantidades usadas, parece ndo afetar significantemente o sind
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fosforescente. Por outro lado, no caso do harmine, o sinal fosforescente observado foi muito
dependente da quantidade de SDS utilizado, aumentando inicialmente até atingir um maximo
com 0,2 mol L, decrescendo a partir deste ponto, provavelmente devido a um efeito filtro
causado pelo excesso de SDS (Figura 22).

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 0,50
[SDS] mol L-1

—&— Harmane —8—Harmine

Figura 21: Efeito da concentracéo do surfactante (SDS), associado ao efeito do Ag* 0,01 mol L™, em pH
natural, na emissao fosforescente do harmane e do harmine
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Figura 22: Efeito da concentraco do surfactante (SDS), associado ao efeito do TI1* 0,25 mol L™, em pH
natural, na emissdo fosfor escente do harmane e do harmine

4.1.5. Efeito dafosforescéncia apos tratamento fotoquimico

Nesse estudo, as solugGes de harmane e harmine e seus respectivos brancos foram
submetidos ao tratamento com radiacdo UV por 30 min antes da deposicéo no substrato de
celulose. Verificorse que a radiagdo UV ndo afeta o sina fosforescente dos mesmos
(podendo- se concluir que ndo ocorreu nenhum tipo de derivagdo fotoquimica).
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4.1.6. Parametros analiticos de mérito (PAM)

Curvas de resposta entre a concentracéo da solucdo de analito (ou quantidade de analito)
depositada no substrato e o sinal fosforescente medido (curvas analiticas) do harmane e do
harmine foram construidas utilizando as duas condi¢cBes experimentais otimizadas que
apresentaram maximo sinal fosforescente, onde cada ponto da curva é a média de seis
medi¢des obtidas nos comprimentos de onda maximos, que por sua vez, ndo variaram
significativamente em fungdo da variacéo da concentracéo em nenhum dos casos.

As curvas analiticas para 0 harmane e para 0 harmine podem ser observadas na Figura
23 e Figura 24 As faixas lineares que foram observadas, mesmo que sejam em duas etapas,
permitem a andlise efetiva de solugdes dos analitos entre pelo menos 1 x 10° mol Lte1x 10
3 mol L em quase todos os casos. Muito embora coeficientes de correlaczo linear de até 0,94
tenham sido observados, esses valores sdo considerados adequados para atécnica FTASS, que
lida com medicdo em superficie e seus erros associados, s80 comumente reportados na
literatura.

Um resumo dos parametros relacionados com a linearidade dos métodos pode ser
visualizado na Tabela 5.
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Figura 23: Curva analitica do harmane em (a) pH 12 e com Ag* e (b) pH natural ecom TI*
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Figura 24: Curva analitica do harmine em (a) pH 9 e com Ag* e (b) pH natural e com SDS/TI*

Tabela 5: Parametros analiticos de mérito (PAM) para o harmane e o harmine

Harmane
Condic&o Ag'/pH 12 TI"/ pH natural
experimental
| ex /1 em (NM) 248/452 254 / 488
Equacdo da curva y =6009,6 x + 79,597 y = 686,33 X + 42,76
andlitica
Faixa linear 0,39 —-456 8,10-911
dinémica (ng)
Coeficiente de 0,9849 0,9815
correlacdo (%)
Desvio padréo 0,26 0,61
Harmine
Condic&o Ag'/pH 9 SDS/TI'/ pH
experimental natural
l'ex /1 em (NM) 248/450 248/450 254/ 488
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Equacdo da curva y =68553x + y=77885x + y =40624 x +
andlitica 6,195 1208 350,2
Faixa linear 0,59 - 62,2 62,2 —1244 0,53- 249
dinémica (ng)

Codficiente de 0,9984 0,9371 0,9805
correlacdo (%)

Desvio padréo 0,33 0,33 1,71

A sensibilidade dos métodos desenvolvidos para o harmane e para o0 harmine foi
avaliada pelas estimativas dos limites de deteccdo absoluto (LDA) e dos limites de
quantificagdo absoluto (LQA). Esses parametros (dados pelas Equagtes 1 e 2) permitem
avaliar a sensibilidade em termos de massa de analito depositadas no substrato.

LDA=(3Sp/m) -V - MM (1)
LQA=(10Sp/m) -V -MM (2)

Nestas equages, S, € 0 desvio padrdo da medicdo de sinal de 10 brancos, m é a
sensibilidade da curva analitica em mol L, V é o volume de amostra aplicado (5 x 10° L) e
MM é a massa molar do analito em g mol'™.

Conforme mostra a Tabela 6, os LDA e LQA para o harmane e para o harmine foram
estimados usando as duas condicOes experimentais selecionadas para cada analito. Para o
harmane, os resultados mais sensiveis foram obtidos com Ag', enquanto que para o harmine
os resultados mais sensiveis foram com o uso de TI+/SDS. Estes limites de deteccéo absolutos
foram da ordem de sub-nanograma.

Tabela 6: Parametros de mérito de sensibilidade para o harmane e o harmine

Harmane
Condicao experimental Ag'/pH 12 TI*/ pH natural
lex / lem (NM) 248/452 254 | 488
Limite de deteccéo 012 2,43
(ng)
Limitede 0,39 8,10
quantificacdo (ng)

Harmine
Condico experimental Ag'lpH 9 SDS/ TI'/ pH natural
lex / 'em (NM) 248/450 254/ 488
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Limite de deteccéo 0,18 0,16
(ng)

Limitede 0,59 0,53
quantificacdo (ng)

A precisdo das medicoes foi avaliada pela repetitividade, que é o parametro que avalia
o0 grau de concordancia entre os resultados de medi¢des sucessivas efetuadas em uma mesma
amostra sob as mesmas condi¢des (mesmo instrumento, mesmo operador). O valor da
precisdo foi expressa através do calculo do desvio padrdo relativo (DPR).

Para esse célculo de repetitividade volumes de 5 uL de solucéo de analito (harmane ou
harmine) de concentracdo 1 x 10° mol L™ foram depositadas em quatro grupos (dois de
harmane e dois de harmine) de dez substratos de celulose. Cada grupo esta relacionado com
uma das condicdes experimentais estabel ecidas. Os resultados sdo mostrados na Tabela 7.

Tabela 7: Paréametros de méritorelacionados com a precisao (repetitividade) da resposta analitica do
harmane e o harmine

Harmane
Condicao experimental Ag'/pH 12 TI*/ pH natural
lex / I em (NM) 248/452 254 | 488
DPR (%) 12,6 8,5
Harmine
Condico experimental Ag'lpH 9 SDS/ TI'/ pH natural
lex / | em (NM) 248/450 254 | 488
DPR (%) 10,7 4,7

4.2. Determinacao Seletiva

O objetivo desse estudo foi 0 de avaliar a seletividade da FTASS na determinacdo
seletiva de harmane na presenca de harmine e vice-versa, sem a necessidade do uso de uma
técnica para separagdo prévia de componentes.

Foram consideradas apenas as condi¢Oes experimentais ja testadas, no caso o pH e
efeito externo do aomo pesado e o SDS (somente para 0 harmine), ja que o tratamento
fotoguimico ndo trouxe modificagdes significantes no comportamento das duas substéancias.
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4.2.1. Determinacdo de harmine na presenca de harmane

Pela avaliagcdo das caracteristicas fosforescentes do harmane e do harmine pbdde-se
selecionar uma condicado experimental com um bom potencial para permitir a determinagdo de
harmine na presenca de harmane. Essa condi¢cdo mais favorével consiste no uso de soluctes
em pH &cido (HCI 0,2 mol L) na auséncia de ions de &omos pesados. Nessas circunstancias,
observa-se um sina relativamente intenso para 0 harmine, enquanto que para uma mesma
guantidade de harmane um sina significantemente menor € observado (Figura 25). De fato,
esse sinal do harmine pode ser ainda mais minimizado ao se escolher 0 comprimento de onda
de excitacdo para 0 harmine em 336 nm, onde o sinal do harmane € menos intenso ainda,
como pode ser visto na ampliagéo do espectro do harmane (Figura 26).
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Figura 25: Sobreposicdo dos espectr os de excitacéo e emissdo do harmane (4 x 10* mol L™) edo harmine
(4x 10* mol L™} em pH &cido (HCI 0,2 mol L™) sem atomo pesado
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Figura 26: Espectros de excitacdo e emissio do harmane 4 x 10* mol L™ em pH &cido (HCI 0,2 mol L™)

4.2.2. Determinacao de harmane na presenca de harmine

No caso da selecdo de condiches para determinacdo de harmane na presenca de
harmine, a tarefa se mostrou bastante dificil, pois ndo se pode identificar claramente uma
condicdo experimental onde o sina do harmane sgja observado na auséncia de sina do
harmine. Em vista disso, fezse uma tentativa levando em consideragcdo a variagdo da posicéo
dos picos de excitacdo de harmane e de harmine nas presencas de TI" e de Ag'™. A partir dos
resultados da Tabela 2 e observando comparativamente os espectros do harmane e do harmine
em pH natural na presencade Ag' (

Figura 27) e em pH basico na presenca de TI" e SDS (Figura 28), tentou-se 0 uso da
excitacdo seletiva em comprimentos de onda fixos respectivamente a 292 e 284 nm, onde
tem-se um méximo de excitagdo para 0 harmane e ab mesmo tempo um minimo de sina para
0 harmine.
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Figura 27: Sobreposicdo dos espectros de excitacdo e emissdo do harmane e do harmine em pH natural,
utilizando ions Ag* como metal pesado
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Figura 28: Sobreposicado dos espectros de excitacdo e emissdo do harmane e do harmine utilizando a
condicdo SDS/ TI* / pH basico (NaOH 0,2 mol L™Y)

4.2.3. Determinacao de harmine na presenca de harmane em urina fortificada

Foi redlizado um teste de recuperacdo de harmine em amostras sintéticas contendo
harmane. Algumas parametros analiticos de mérito (PAM) também foram calculados. A
Figura 29 mostra a curva analitica que foi construida através de diferentes concentracdes de
harmine em pH &cido (HCl 0,2 mol L) e sem o uso de metais pesados para amplificar o
sinal. Os pardmetros analiticos de mérito para esta curva estéo na Tabela 8, onde pode-se ver

gue bons resultados foram alcancados.
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Figura 29: Curva analitica do harmine em pH &cido (HCI 0,2 mol L), sem &tomo pesado

Harmine
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[ ex/ | em (NM) 250/ 498
Equacgdo dacurva y = 1488x + 86,353
analitica

Faixalinear dindmica (ng) 2,5-1244
Coeficiente de correlagéo 0,9738
")

Desvio padréo 0,20
Limite de deteccéo 0,75
(ng)

Limite de 2,5
quantificacdo (ng)

LDR (%) 11,0

Tabela 8: Parametros analiticos de mérito para o harmine em pH &cido (HCI 0,2 mol L)

O harmine ndo pode ser determinado em urina pelo método da curva de calibracéo.
Sabendo disto, a determinacdo seletiva de harmine na presenca de harmane (na proporcéo 1:9
v/v de harmineharmane) em urina foi feita pelo método da adicdo do analito. Apos repetir
este experimento por trés dias consecutivos e em triplicatas, a média dos vaores das
recuperacoes foi de 105,8 + 16,2%, indicando que o método tem uma boa aplicabilidade em
termos de seletividade, respeitando-se os limites da propor¢éo anadito- interferente.

4.3. Determinacdo de harmane em chéas (amostras fortificadas)

4.3.1. Determinacéo de harmane em chéas

Trés tipos de chas foram selecionados (camomila, capim cidreira e erva-doce). 1 g de
cada cha foi aguecido em metanol por 15 min e uma aliquota e 2,5 mL foi separada e
adicionada de solucdo padréo de harmane a fim de obter amostras contendo 5 x 10° e5x 10°
mol L como concentracdo final do analito. O extrato do cha foi misturado com 7,5 mL de
tampdo Britton-Robinson (pH=12). As determinactes foram feitas através do método da
curva de calibracdo (Figura 30) usando substratos de celulose contendo Ag" 0,01 mol L*,
sendo 250 nm e 455 nm os comprimentos de onda de excitacdo e emissdo fosforescente,
respectivamente. Chés que ndo continham “spikes’ de harmane ndo apresentaram FTA nas
condigdes experimentais aplicadas. Os percentuais de recuperagdo encontramse na Tabela 9,
onde € possivel ver que a FTASS é uma técnica que permite a determinacéo de harmane em
diversos tipos de plantas, em especia os chés.

300
250 1 .
200 1
o 150 A y = 1E+06x + 6,8465

R?=0,9778
100 1

50 1

31



Figura 30: Curva de calibracéo para o harmane em solucdo de pH 12 e utilizando Ag* 0,01 mol L™

Tabela9: Testes derecuperacao usando spikes de harmane em extratos de chas, utilizando o método da
curva de calibraco e varredura normal

Concentracdo N
Cha ~Harmar1e o (é)c()ggﬁ?rt]r;;tao % Recuperacéo
(solucéo com “spike”)

Camomila 5x 10° mol L+ 49x10° mol L™ 98 %
5x 10° mol L* 5.4 x10° mol L 108 %

Ervadoce 5x 10° mol L* 4.6x10° mol L™ 92 %
5x 10° mol L* 4.8x10° mol L 96 %

Capim cidreira 5x 10° mol L* 45x10° mol L™ 90 %
5x 10° mol L* 5x 10° mol L* 100 %

4.3.2. Parametros analiticos de mérito (PAM)

Para as condi¢bes acima estabelecidas (vide Figura 30), obteve-se limites de deteccdo e
de quantificagéo absolutos de 1,23 e 4,10 ng respectivamente (para5 L de amostra). A curva
analitica mostrou uma faixa linear que cobre um intervalo de massa entre 1,82 ng e 182,22 ng
de analito. Estes e os demais parametros analiticos de mérito encontram-se na Tabela 10, onde
podemos concluir que h& a possibilidade da determinagdo de harmane em chés, obtendo
percentuais de recuperacéo em torno de 100%.

Tabela 10: Parametr os analiticos de mérito (PAM) relacionados com a linearidade, sensibilidade e
precisio (repetitividade) da resposta analitica para o harmane
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Harmane (pH 12 e Ag* 0,01 mol L™Y)
lex/ | em (NM) 250/455
Equacdo da curvaanalitica y = 1x10°X + 6,8465
Faixalinear dindmica (ng) 1,82-182,22
Coeficiente de correlagdo 0,9778
)
Desvio padréo 0,45
Limite de deteccéo (ng) 1,23
Limite de quantificacéo 4,10
(ng)
DPR (%) 11,10

5. Conclusdes

A partir de estudo sistematico das caracteristicas fosforescente do harmane e do
harmine, foram selecionadas e otimizados parametros instrumentais para a eficacia da técnica.
O pH do meio onde a solucdo dos analitos foram preparadas assim como a presenca de ions
de &omos pesados no substrato solido, principamente a prata e o taio, permitiu substanciais
aumentos das emissdes fosforescentes dos compostos estudados. Os parametros experimentais
otimizados para a obtencdo de maior sinal fosforescente foram o pH, a concentracdo do ion de
atomo pesado e a concentracdo de surfactante depositada no substrato.

O estudo inicial que visa a determinacdo seletiva de harmine na presenca de harmane e
vice-versa também se mostrou bastante promissor. Tomando como referéncia apenas as
caracteristicas fosforescentes estudadas iniciamente, verificouse a viabilidade da
determinacdo de harmine na presenca de harmane em concentractes até 10 vezes maiores.

O desempenho analitico da metodologia foi avaliado pelo cdlculo dos paréametros
analiticos de mérito.

6. Trabalhos Futuros

Estudos futuros neste sentido serdo realizados para definir as Stuagdes que
proporcionardo a determinacdo seletiva efetiva destes compostos na presenca de outros
derivados da b-carbolina, incluindo nesse caso também o harmaline, 0 harmol e o harmalol.
Paratal, sera necessério, além de condic¢des experimentais otimizadas, o uso das técnicas para
aumento da seletividade tais como a fosforimetria a 77 K, varredura sincronizada,
espectrometria de luminescéncia resolvida no tempo e fosforimetria derivada superior (d").
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