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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo validar uma metodologia quimiométrica para extracao e
quantifica¢do de anonaina, glaziovina, norglaucina e glaucina a partir de amostras de 1 grama
de folhas de Unonopsis duckei R.E.Fr (annonaceae). Tais compostos pertencem a classe dos
alcaloides aporfinicos, substancias bastante exploradas na literatura e de importantes
propriedades terapéuticas. Para o processo de extracao foi desenvolvido um planejamento com
misturas do tipo simplex-centroide modificado constituido por quatro solventes: metanol,
cloroférmio, n-hexano, e acetona. No total foram preparadas 23 solugdes extratoras a fim de
identificar a solugdo com a melhor eficiéncia de extragdo: 4 solugdes unitarias de 100% em
proporcao, 6 solugdes binarias de 50% em proporcdo, 4 solucdes terciarias de 33,33% em
proporgao, 4 solugdes quaterndrias de 62,5% + 12,5% em proporc¢do e 5 solugdes quaternarias
de 25% em proporcdo para representar o ponto central do planejamento. As 23 amostras foram
extraidas por um periodo de 48 horas e secadas a gas nitrogénio (N2). A partir dos extratos secos
preparou-se 23 solugdes metandlicas de concentracdo 1 mg/mL que foram submetidas as
andlises exploratoria e quantitativa. A andlise exploratoria foi desenvolvida em um sistema
UHPLC-ESI/Q-TOF enquanto que a andlise quantitativa foi desenvolvida em um sistema
UHPLC-ESI'/QqQ. Para a corrida cromatografica foram ajustados os pardmetros tempo de
retencdo e resolugdo afim de otimizar os processos de separagao cromatografica. Para a
otimizac¢do do processo de detecgao e identificagao espectrométrica foram ajustados o potencial
do orificio, energia de colisdo, potencial de saida da cela de colisdo e a transmissdo dos
analisadores. A metodologia foi submetida a validacdo onde foram validadas as figuras do
mérito: seletividade, a linearidade, a precisao (ensaio interdia), a exatidao (percentual de
recuperagdo) e os limites de deteccao e quantificacao. Os resultados indicaram que a amostra
de n° 5 de composicdo bindria metanol/cloroféormio apresentou o melhor rendimento por grama
de folha permitindo obter 6,79 ug g! de anonaina, 131,10 nug g de glaziovina, 40,58 pg g! de

norglaucina e 20,54 pg g’ de glaucina.

Palavras chaves: validagdo, quimiometria, UHPLC-MS/MS, Unonopsis duckei.
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ABSTRACT

The present work had the objective of validating a chemometric methodology for extraction
and quantification of anonaine, glaziovine, norglaucine and glaucine from samples of 1 gram
of leaves of Unonopsis duckei R.E.Fr (annonaceae). These compounds belong to the class of
aporphinic alkaloids, substances widely explored in the literature and of important therapeutic
properties. For the extraction process a planning with modified simplex-centroid mixtures
consisting of four solvents was developed: methanol, chloroform, n-hexane, and acetone. In
total, 23 extractive solutions were prepared in order to identify the solution with the best
extraction efficiency: 4 unit solutions of 100% in proportion, 6 binary solutions of 50% in
proportion, 4 tertiary solutions of 33.33% in proportion, 4 Quaternary solutions of 62.5% +
12.5% in proportion and 5 quaternary solutions of 25% in proportion to represent the central
point of the planning. Each sample was extracted for a period of 48 hours and dried with
nitrogen gas (N2). From the dry extracts 23 methanol solutions of 1 mg / mL concentration
were prepared, which were submitted to the exploratory and quantitative analysis. The
exploratory analysis was developed in a UHPLC-ESI'/Q-TOF system while the quantitative
analysis was developed in a UHPLC-ESI'/Qg@Q system. For the chromatographic run, the
retention and resolution time parameters were adjusted in order to optimize the
chromatographic separation processes. For the optimization of the spectrometric detection and
identification process, the potential of the hole, collision energy, collision cell output potential
and the transmission of the analyzers were adjusted. The methodology was submitted to
validation where the merit figures were validated: selectivity, linearity, precision (interday test),
accuracy (percentage of recovery) and limits of detection and quantification. The results
indicated that the n® 5 sample of binary methanol/chloroform composition showed the best yield
per gram of leaf allowing to obtain 6.79 ug g of anonaine, 131.10 ug g'! of glaziovine, 40.58
ug ¢! of norglaucine and 20.54 pg g! of glaucine.

Keywords: validation, chemometrics, UHPLC-MS/MS, Unonopsis duckei.
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1 INTRODUCAO

1.1.  Fitoterapicos

Fitoterapico segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) ¢ todo
medicamento cujo(s) principio(s) ativo(s) seja obtido a partir do emprego exclusivo de
matérias-primas vegetais e seus derivados, ndo sendo considerado como tal caso haja a
associacdo com outros extratos vegetais ou a inclusdo de substancias ativas isoladas
(desconhecidas) em sua composi¢ao (CZELUSNIAK et al., 2012; ANVISA, 2010). Cerca de
80% da popula¢do mundial tem nas plantas medicinais a principal opc¢ao terapéutica e essa
pratica ¢ incentivada pela propria Organizacdo Mundial de Satide (OMS). Esta organizagao
define uma planta medicinal como todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos,
uma ou mais substidncias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam
precursores de farmacos semissintéticos (CZELUSNIAK et al., 2012; VEIGA-JUNIOR et al.,
2005).

No Brasil, tanto as pesquisas realizadas para avaliacdo do uso seguro de plantas
medicinais quanto o controle da comercializacdo pelos orgdos oficiais em feiras livres,
mercados publicos ou lojas de produtos naturais ainda sdo incipientes. Como consequéncia, as
plantas medicinais da flora nativa sdo praticamente consumidas sem a devida comprovagao de
suas propriedades farmacoldgicas (VEIGA-JUNIOR et al., 2005). A regido norte do Brasil ¢ a
maior produtora de fitoterapicos, e também a que menos fiscaliza tais produtos (CZELUSNIAK
et al., 2012). Devido a esta falta de fiscalizagcdo, produtos adulterados e de ma qualidade sdo
comercializados livremente. O consumo destes pode acarretar consequéncias a saude da
populacdo e até a morte em razdo da falta de conhecimento prévio de que muitas plantas
apresentam outras substancias cujos efeitos sdo nocivos a saude tais como: efeito toxico e
hepatotdxico, agdo toxica renal, acdo antinutricional e atividade citotoxica, dentre outras

(FERREIRA & PINTO, 2010; VEIGA-JUNIOR et al., 2005).

1.2. Metabolismo vegetal secundario

Todos os processos naturais que envolvem o desenvolvimento dos organismos vegetais
desde seu nascimento, desenvolvimento e reproducao sdo coordenados pela acdo de enzimas
especificas através de mecanismos metabolicos distintos que, em nivel celular, agem com o fim

de preservar e perpetuar essas plantas através da producdo de energia na forma de ATP (do

18



inglés, adenosine triphosphate), necessario a vida, resultante de conversdes de compostos
organicos através de reagdes oxidativas (DEWICK, 2009). O campo de pesquisa que se dedica
a estudar os produtos resultantes (metabolitos) de tais mecanismos ou via metabdlicas ¢
denominado metabolomica que por defini¢do ¢ a andlise qualitativa e quantitativa de todos os
metabolitos num organismo (BRAZ FILHO, 2010). Esses metabolitos agrupam-se de acordo
com o tipo de metabolismo dos quais sdo consequentes. Assim, metabolitos primarios sao
aqueles oriundos do metabolismo primario responsaveis pela realizagdo das fungdes essenciais
ao crescimento e desenvolvimento da planta, ou seja, 4cidos nucleicos, aminoacidos, proteinas,
acucares, lipideos, celulose (DEWICK, 2009; CHAMPE al., 2008). Similarmente, os
metabolitos secundarios sao aqueles oriundos do metabolismo secundario sendo especificos de
espécie para espécie e cuja producao, além de ser em menor concentracao, depende de fatores
ambientais como disponibilidade hidrica, altitude, temperatura, radiagdo ultravioleta, polui¢ao
atmosférica, ataques de patogenos entre outros (GOBBO-NETO & LOPES, 2007).
Normalmente apresentam baixo peso molecular, estrutura quimica complexa e atividades
biologicas marcantes e, embora seja conhecido seu papel de defesa e polinizacao, ainda ndo se
tem pleno conhecimento sobre seus beneficios as plantas (BRAZ FILHO, 2009; DEWICK,
2009; BERG & LUBERT, 2008).

A importancia dos metabolitos secundarios se da ndo somente pelas atividades
biologicas exercidas pelas plantas em resposta aos estimulos do meio ambiente, mas,
principalmente em funcdo da imensa atividade farmacologica que possuem, ou seja, seus efeitos
bioativos sobre a saude humana agindo na prevencdo de diversas doengas cronicas nao
transmissiveis quando consumidos regularmente (PEREIRA & CARDOSO, 2012; BRAZ
FILHO, 2010; CROZIER et al., 2006). Tais metabodlitos podem ser divididos em trés grandes
grupos quimicamente distintos: terpenos, compostos fenolicos e alcaloides (GARCIA et al.,
2010; SOUZA et al., 2009; TAIZ & ZEIGER, 2004). Dentre estas classes, os alcaloides ¢ mais

especificamente os alcaloides aporfinicos sao os metabolitos de interesse.

1.3.  Alcaloides

Definir um alcaloide ndo ¢ uma tarefa facil dado as controvérsias académicas
envolvendo este tipo de metabolito secundario. Ao que parece, ndo existe, até 0 momento, uma
defini¢do ampla ou estrita em que ndo se verifique excecdes tendo em vista que diferentes
profissionais dao diferentes defini¢des para este termo e, desta forma, uma dada defini¢cao pode

excluir desta classe de compostos uma determinada substincia nitidamente aceita como
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alcaloide (ANISZEWSKI, 2015; FATTORUSSO & TAGLIALATELA-SCAFATI, 2008).
Assim, embora impreciso, de um ponto de vista natural pode-se definir alcaloides como
produtos biologicamente ativos, ou seja, de serventia ecologica, farmacolégica ou mesmo
medicinal; quimicamente natural de estrutura heterociclica contendo um atomo de nitrogénio
podendo ou nao apresentar caracteristica basica (dependendo da estrutura da molécula e da
presenca e localizagdo de grupos funcionais), derivado biossinteticamente de aminoacidos e
encontrados em sua maioria em plantas (cerca de 20% das espécies) e, em menor escala, em
microrganismos e animais (ANISZEWSKI, 2015; CROZIER et al., 2006; STEVIGNY et al.,
2005; DEWICK, 2009). Dentre os diversos metabolitos secundarios conhecidos, os alcaloides
representam a mais difundida classe de substancias quimicas com multiplas propriedades
farmacologicas (GUPTA et al., 2014; STEVIGNY et al., 2005). Quanto as suas derivagdes, 0s
alcaloides podem ser derivados tanto de aminoacidos quanto também de processos de
transaminacao podendo ser classificados de acordo com o aminoacido fornecedor de parte de
seu esqueleto e nitrogénio em: verdadeiros, quando o 4tomo de nitrogénio esta ligado a um anel
heterociclico; protoalcaloides, quando o nitrogénio esta ligado a um sistema heterociclico, e
pseudoalcaloides que sdo aqueles que ndo derivam de um aminoécido (ANISZEWSKI, 2015;
DEWICK, 2009). Alcaloides verdadeiros e protoalcaloides, como os alcaloides isoquinolinicos
e inddlicos, sdo derivados dos aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano. A
lisina € precursora dos alcaloides piperidinicos e quinolizidinicos. A ornitina € precursora dos
alcaloides pirrolidinicos, pirrolizidinicos e tropanicos. Os pseudoalcaloides podem ser
sintetizados a partir de processos de transaminagdo envolvendo compostos diferentes como o

acetato, precursor dos pseudoalcaloides piperidinicos coniina e piridina (ANISZEWSKI, 2015).

1.4.  Alcaloides aporfinicos

Alcaloides do tipo aporfinicos ou aporfinoides (stricto sensu) sdo derivados do esqueleto
isoquinolinico e caracterizam-se por apresentarem em seu perfil estrutural o esqueleto
aporfinico (Figura 1) (DA SILVA et al., 2007; SILVA, 2011). Por defini¢ao sdo conhecidos
como compostos basicos tetraciclicos, formados a partir de ligagdes direta dos anéis aromaticos
A e D dos nucleos benzilisoquinolinicos tipicos (STEVIGNY et al., 2005). No anel
heterociclico B, o atomo de nitrogénio na posicao 6 geralmente ¢ terciario mas pode ser também
quaternario e, menos frequentemente, acetilado ou formilado. Os aporfinicos apresentam
atividade otica, possuindo as configuracdes absolutas R-(-) e S-(+), dependendo da

estereoquimica do carbono 6a (STEVIGNY et al., 2005).
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Figura 1. Esqueleto de alcaloides aporfinicos stricto sensu.

Quanto a possibilidade de sofrer substitui¢des oxigenadas como metoxilas e hidroxilas
nesse esqueleto, as posi¢des mais comuns (invariaveis) sdo C1, C2 e C3 no anel A. No anel D,
essas substituicdes sempre ocorrem em C9, C10 e C11, sendo menos frequente em C8. Os
alcaloides aporfinicos sdo distribuidos em uma grande diversidade de familias botanicas, dentre
essas pode-se destacar: Annonaceae, Lauraceae, Monimiaceae, Menispermaceae,
Hernandiaceae e Ranunculaceae (STEVIGNY et al., 2005). Estes alcaloides inserem-se em um
amplo subgrupo de compostos benzilisoquinolinicos com mais de 500 alcaloides isolados e
identificados (STEVIGNY et al., 2005). Sobre as propriedades bioldgicas e farmacologicas dos
alcaloides aporfinicos ¢é possivel encontrar na literatura cientifica uma vasta gama de
publicagdes referentes a tais propriedades. Na Tabela 1 ¢ possivel visualizar algumas

propriedades de interesse dos alcaloides aporfinicos.

Tabela 1. Exemplos de atividades biologicas e farmacologicas descritas na literatura para
alcaloides aporfinicos.

Atividade farmacoldgica e/ou

Espécie Familia c 1o Referéncia
biologica

Zizyphus vulgaris ~ Rhamnaceae Sedativa 1;15?31;1 & PARK etal.,
Lindera chunii Lauraceae Inibidora contra HIV-1 integrase 2HOA0§TORI ctal,
Lmderq » Lauracede Ant.m(.)cw.eptlva e sequestradora de ZHAO et al., 2006
angustifolia radicais livres
Coptidis rhizoma  Ranunculaceae  Inibidora contra Aldose redutase CHOI et al., 2008
Nelumbo nucifera  Nelumbonaceae  Antimalarica e Antiflingica KHAN et al., 2008
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Polyalthia

. Annonaceae Antimicobacteriana TIWARI et al., 2009
cerasoide
Duguetia Annonaceae AnFltl}moral,'trlp anocida, SILVA et al., 2009
furfuraceae antileishmania
Coptidis rhizoma  Ranunculaceae  Anti-Alzheimer e antioxidante CHOI et al., 2009
S%‘ep hqma Menispermaceae Anqtrlpan(,)ss.omlca ¢ AVERY etal., 2010
zippeliana Antiplasmodica
Liriodendron Magnoliaceae  Antiplasmédica RASKIN et al., 2011
tulipifera

1.5. Quimiometria

Por meio da quimiometria ou andlise multivariada de dados aplicada a quimica ¢
possivel investigar, interpretar, classificar e prever conjuntos de dados de interesse quimico
(SOUZA & POPPI, 2012). Em esséncia a quimiometria ¢ uma ferramenta matematico-
estatistica e computacional cujo fim € planejar ou selecionar experimentos de forma otimizada
fornecendo o maximo de informag¢des quimicas a partir da analise dos dados obtidos (GAD et
al., 2013; FERREIRA et al., 1999; BRUNS & FAIGLE, 1985). As principais areas de aplicagao
da quimiometria sdo: planejamento e otimizagdo de experimentos, reconhecimento de padrdes
(métodos de andlise exploratdria e classificagdo) e calibracdo multivariada (PEREIRA et al.,
2014). A calibragao multivariada consiste em estimar a concentragdo de uma ou mais espécies,
a partir dos valores de determinadas propriedades fisico-quimicas do sistema de interesse
estabelecendo, desta forma, uma relagdo entre propriedades medidas e concentragdes
(BARROS NETO et al., 2006). O reconhecimento de padrdes tem por objetivo detectar
tendéncias similares nos dados resultantes de agrupamentos de amostras (objetos) a partir de
uma vasta gama de informagdes como, por exemplo: medidas quimicas ou espectrais,
concentragdes dos elementos mais importantes, alturas de picos em perfis cromatograficos, ou
intensidades e absorbancias em diferentes comprimentos de onda (PEREIRA et al., 2014).

Dentro dessa aplicacdo a Andalise de Componentes Principais (PCA, do inglés principal
component analysis) e a Analise de Agrupamentos Hierarquica (HCA, do inglés hierarchical
cluster analysis) sao os métodos mais importantes utilizados para a detec¢ao de padroes de
associac¢do no conjunto de dados, a partir dos quais se pode estabelecer relagdes entre objetos e
variaveis, descobrir objetos andmalos (outliers) ou agrupar objetos, reduzindo desta forma, a
dimensionalidade do conjunto de dados (BARROS NETO et al., 2006; PEREIRA et al., 2014).
O planejamento e otimizagao de experimentos visa o ajuste da equagdo de regressdo para
superficie de resposta (SR, do inglés surface response) que € obtido através dos resultados
estimados a partir de modelos matematicos que representam o comportamento do sistema de

misturas, percorrido em todo o espago experimental simplex (BARROS NETO et al., 2010).
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1.6. Experimentos com misturas

Para realizar a otimizacao da capacidade extratora de um grupo de solventes, com
diferentes polaridades e solubilidades, proporcionalmente combinados entre si, com o fim de
selecionar deste grupo a solu¢do que apresente a melhor capacidade extratora para um
determinado fim, faz-se necessario realizar o procedimento experimental conhecido como
planejamento simplex-centroide (SCD, do inglés simplex-centroid design) (BARROS NETO
et al., 2010; SOARES & SCARMINIO et al., 2008; ALMEIDA & SCARMINIO, 2007). Esta
ferramenta quimiométrica tem amplo emprego na quimica analitica (LIMA et al., 2016) e faz
parte de uma linha de estudo maior denominado planejamento de experimentos (DOE, do inglés
design of experiments). O DOE tem como vertentes os experimentos fatoriais € os experimentos
com misturas, sendo esta ultima, a vertente onde se insere o SCD, que ¢ a ciéncia base para os
fins de interesse deste estudo. DOE especifico para misturas envolve a combinagdo
proporcional de dois ou mais solventes em um unico sistema de tal modo que a propriedade
resposta a ser aferida dependa apenas das proporcdes envolvidas na mistura e ndo de suas
quantidades absolutas (ALMEIDA & SCARMINIO, 2007; CORNELL, 2002; SCARMINIO et
al., 1998; SCHEFFE, 1963). Como supracitado, o foco principal do DOE para o experimento
pretendido visa a andlise e modelagem da SR através de uma quantidade limitada de
observagdes (CORNELL, 1973) com o fim fornecer uma resposta analitica mais otimizada e
embasada em um modelo estatistico-matematico ajustado. Por meio dessa modelagem ¢
possivel: (a) a dedugdo da resposta para qualquer composi¢do da mistura dentro da regido
abrangida pelo experimento; (b) inferir a influéncia de cada componente na resposta seja na
forma pura ou em mistura e (c) estimar o ponto do espago experimental que provoca o ajuste
otimo gerando assim os melhores resultados para a resposta (CORNELL, 2002a).

Como foi dito, no DOE para misturas a resposta analitica depende apenas das
proporgdes dos componentes e ndo de suas quantidades absolutas no sistema. Para esse tipo de
experimento a combinacdo dos componentes deve ser de tal forma que a soma de suas
propor¢des sejam sempre iguais a 1, ou seja, se quatro componentes distintos (Xi, X2, X3 e X4)
sdo proporcionalmente misturados a soma percentual de suas proporgdes serd: %x1)+ %x2) +
%x3)+ Yoxa) = 100% o que em termos absolutos equivale a 1 e, como consequéncia, a forma
do espaco experimental da mistura pretendida torna-se uma regido “simplex” limitada pela

condi¢do da equacao 1 (BARROS NETO et al., 2010):

xi=20;1<i=qeq(l)
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Esta regido simplex ¢ definida como uma configuracao espacial “de n dimensdes
determinadas por n+1 pontos num espaco de dimensao igual ou maior que n”, ou seja, €
determinada por um nimero de pontos que sempre correspondem a uma unidade a mais em
relacdo ao nimero de dimensdes do espago (BARROS NETO et al., 2010; CROSIER, 1984).
A somatoria das proporcdes para qualquer valor de q em DOE para misturas pode ser

matematicamente expressa pela equacao 2 (MARCHI et al., 2010; SCARMINIO et al., 1998):
1. Xi=100% = 1eq(2)

Onde “q” representam o numero de componentes (varidveis) na mistura e “Xi”
representa a propor¢ao do i-ésimo componente na mistura. Assim para um experimento que
seja necessario trabalhar as possiveis combinagdes para quatro solventes com diferentes
polaridades temos que “q” ¢ igual a 4 e a soma em termos de propor¢des de cada componente
na mistura assume valores percentuais que vao de 0% a 100%. A consequéncia da equacao 2
consiste no fato das variaveis “Xi” serem linearmente dependentes o que, na pratica, significa
que a alteracdo na propor¢ao de um deles afetard a proporcao de pelo menos um dos demais
(BARROS NETO et al., 2010).

6 9

Em DOE para misturas cada “q” pontos no espago experimental simplex (EES)
caracteriza um tipo de mistura. Nesse espaco os vértices sao os pontos em que “q” equivale a 1
(100%) e representam o solvente puro. A forma do EES ¢ determinada pelo nimero total de
componentes € para um sistema com quatro componentes (q = 4) sua configuracdo ¢ um
tetraedro regular onde os vértices estdo igualmente distantes uns dos outros (BARROS NETO

etal., 2010; REIS & ANDRADE, 1996) conforme se vé na Figura 2.
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X1

X4 X2

X3

Figura 2. Espago experimental em um planejamento simplex para quatro componentes. Os vértices equivalem a
substancias puras.

No SCD o niimero de g-pontos ¢ definido pela equagao 3 (REIS & ANDRADE, 1996):

(@) —1eq(3)

Estes pontos correspondem a permutacdes do tipo “q” para solventes puros,
permutacdes do tipo “q/2” de iguais propor¢des para misturas bindrias, permutacdes do tipo
“q/3” de igual propor¢do para misturas terndrias e assim por diante até as permutacdes do tipo
“1/q” para o ponto central (SCHEFFE, 1963). Assim, para este tipo de experimento onde q =
4, temos 15 pontos distintos (2*-1 = 15) sendo 4 pontos respectivos aos solventes puros; 6
pontos respectivos as misturas bindrias; 4 pontos respectivos as misturas terndrias e 1 ponto
respectivo ao ponto central (centroide) que ¢ caracteristico da mistura quaterndria deste
planejamento onde Xi=X>=X3=X4 =1/4. O resumo dos tipos de permutacdes, dos pontos
distintos para DOE de misturas do tipo SCD para 4 componentes bem como a distribui¢ao

desses pontos no EES pode ser visualizada nas Tabelas 2 e 3 e na Figura 3 respectivamente.

Tabela 2. Tipos de permutacdes para um experimento SCD com 4 componentes.

Mistura Proporc¢ao Tipo de permutacio
Pura Q (1,0,0, ..., 0)
Binaria q/2 (1/2,1/2,0, ..., 0)
Ternaria q/3 (1/3,1/3,1/3, ..., 0)
Ponto central 1/q (1/4,1/4, ..., 1/4)

25



Tabela 3. Pontos distintos de um experimento SCD com 4 componentes.

Expel\i'zlﬁzn tos Componente 1 Componente 2 Componente 3 Componente 4
Exp -1 1 0 0 0
Exp -2 0 1 0 0
Exp -3 0 0 1 0
Exp -4 0 0 0 1
Exp—-5 12 172 0 0
Exp-6 172 0 ) 0
Exp—-7 12 0 0 172
Exp -8 0 1/2 172 0
Exp—-9 0 1/2 0 1/2
Exp - 10 0 0 1/2 1/2
Exp—-11 1/3 1/3 1/3 0
Exp - 12 1/3 1/3 0 1/3
Exp—13 1/3 0 1/3 1/3
Exp - 14 0 1/3 1/3 1/3
Exp—15 1/4 1/4 1/4 1/4

X1 X, =1
Xi+ X, + X5+ X,=1/4
Xi+ X+ X3=1/3

X,+X, = 172

X4 X2

X3

Figura 3. Distribui¢do dos 15 pontos no espago experimental SCD.

Na Figura 3 os pontos vermelhos representam os solventes puros onde cada solvente
estd em proporcao de 100%, os pontos amarelos representam as misturas bindrias onde os
solventes estdo em propor¢do de 50%, os pontos azuis representam as misturas terndrias onde
os solventes estdo em proporc¢ao de 33,333% e por fim o ponto verde representa o ponto central
onde os solventes estdo em propor¢do de 25%. Este planejamento foi modificado pelo
acréscimo de mais 4 pontos axiais nos quais um dos solventes estd em maior propor¢ao (62,5%)
e os outros 3 em proporc¢oes iguais (12,5%). Uma vez que o experimento ¢ realizado e as
respostas sao obtidas resta ainda ajustar o melhor modelo matematico que endossa a resposta

analitica observada. Para esse ajuste geralmente utilizam-se os modelos: linear, quadratico e o
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cubico (BARROS NETO et al., 2010; COETZER & FOCKE, 2010; MARCHI et al., 2010).
Para experimentos SCD ainda ¢ possivel ajustar o modelo ctbico especial que para um sistema

composto por 4 componentes (q = 4) ¢ genericamente definido pela equacdo 4 (BARROS
NETO et al., 2010):

y= XL Bixi+ Z?q- 219 Bij xi xj + Z?q Jg<k Y BijkXiXjXi + oo BigzaXiX, Xy + € €q (4)

Onde, ¢ € o erro experimental, i € o coeficiente linear do componente i e representa a
resposta esperada para os componentes puros. Similarmente Bij € o coeficiente de interacao
entre os componentes i e j das misturas bindrias, Bijk ¢ o coeficiente de interagdo entre os
componentes ijk das misturas terndrias e f1234 o coeficiente de interagao para o ponto central.
Os coeficientes f e seus respectivos erros padrdo S’ sao calculados de acordo com as equacgdes

5 e 6 respectivamente (BARROS NETO et al., 2010):

B=XX)" X"y eq (5)

B’ =X'X)" S? eq (6)

Nestas equagdes S? é a varidncia em y, T ¢ a transposta da matriz X que contém os
pontos do planejamento, y sdo as respostas obtidas a partir do planejamento, -1 € o indicativo

da inversdo da matriz.

1.7.  Anadlise de variancia

Toda medida estd associada a um erro aleatorio e assim, por mais rigoroso que seja o
desenvolvimento de um experimento quimico, seu ajuste estatistico sempre apresentara
residuos, ou seja, a diferenca entre um valor experimental observado e seu valor tedrico
previsto. Essa diferenca ¢ simbolicamente representada por e; conforme a Figura 4 e
determinada de acordo com a equagdo 7. Os residuos podem ser positivos ou negativos. Serdo
positivos quando os valores de e; forem superiores aos valores previstos pelo modelo de
regressao e negativos quando forem inferiores aos valores previsto (BARROS NETO et al.,

2010).
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A Valor previsto
® Valor observado

X

Figura 4. Representacdo genérica de um modelo linear por regressdo de minimos quadrados. Quanto menor for o
intervalo entre o valor observado e o valor previsto menor sera o valor dos residuos e melhor serd o ajuste do
modelo.

e,=yi—9 eq(7)

Onde y; ¢ o valor experimental observado e y; ¢ o valor previsto pelo modelo de
regressao por minimos quadrados. Quanto mais proximo de zero for os valores residuais melhor
sera o ajuste do modelo. A qualidade do ajuste de um modelo é geralmente avaliada através da
analise de variancia (ANOVA, do inglés analysis of variance). A ANOVA leva em
consideragdo a decomposicao dos desvios das respostas individuais observadas em relagao a

média de todas as respostas (y; - y) conforme a Figura 5 (BARROS NETO et al., 2010):

Y

Yi

A Valor previsto

: ® Valor observado
X. X
Figura 5. Representacdo genérica da decomposicdo dos desvios dos valores observados e previstos em relagao a
média global.

Conforme pode-se observar na figura acima, a relacao (y; - y) ¢ decomposta em duas
parcelas: uma relacionada a regressao, ou seja, aos desvios dos valores previstos pelo modelo
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em relagdo a média global (3; - 7) e a outra relacionada aos residuos (y; - y;). Esta decomposi¢ao

¢ melhor observada na equagdao 8 (BARROS NETO et al., 2010):
Gi=N=GFi— N+ O:i—9)eq ()

Para um modelo ser considerado bem ajustado, os valores da relagdo (y; - y) e os valores
residuais (y; - y;) devem apresentar valores muito proximos quando comparados entre si. Em
termos quantitativos a comparagdo destes desvios considera as somas quadraticas de cada
parcela da equagdo 8 que, com o devido arranjo matematico, assume a forma da equagdo 9

(BARROS NETO et al., 2010):
YOi— 9= 20— 9+ X0 — 9% eq (9)

Em termos praticos esta equacao pode ser reescrita da seguinte forma: SQOr = SQr +
SO,. Onde SQOr¢ a soma quadratica total, SOr ¢ a soma quadratica devida a regressao e SO, ¢ a
soma quadratica devido aos residuos. Isto quer dizer que a variacdo total de y; em torno da
média global por uma parte ¢ explicada pela equacdo de regressdo e por outra pelos residuos.
Em um bom ajuste, essa variagao total de y; deve ser em maior parte descrita pela fracao devido
a regressdo e pode ser quantificada por meio do coeficiente de determinacio (R?) que ¢ a raziio
SOr/SQOr e quanto mais proximo de 1 (100%) for seu valor melhor serd o ajuste do modelo

(BARROS NETO et al., 2010).

Outro fator a ser considerado € que a soma quadratica residual também se decompde em
duas partes onde uma € referente a erros aleatdrios e a outra devido a falta de ajuste do modelo.
Se o experimento for realizado em j repetigdes para a variavel x; havera y;; respostas para cada
valor x; e assim, haverd n; residuos para cada nivel i’. Desta forma cada residuo individual pode

ser decomposto conforme a equacao 10 (BARROS NETO et al., 2010):

Wij =9 =i — ¥:) — @i — ¥:) eq (10)

Onde y; ¢ a média das respostas no nivel i. Elevando-se cada termo desta equacdo ao

quadrado e somarmos todas as observagdes, com o devido arranjo matematico, obtemos a

! Para melhor entendimento considere um experimento com X niveis de concentragdes e em triplicata: em
cada nivel x; de concentragdo havera 3 respostas e 3 residuos em torno das médias das respostas em cada nivel.
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equagao 11 onde o somatorio a esquerda da igualdade ¢ a soma quadratica residual SQ,, o
primeiro somatdrio a direita ¢ a soma quadratica devido ao erro puro SQ., € 0 segundo ¢ a soma

quadratica devido a falta de ajuste SO (BARROS NETO et al., 2010).
. . i - \2 D _
YUYy =90 =Gy - 7)) NI G — F)Peq (1)

Pode-se reescrever esta equagdo da seguinte forma: SO, = SQe¢p + SOrj. A SQep ndo
depende dos estimadores y; pois nada tem a ver com o modelo reflete apenas a dispersdo, em
cada nivel i, das respostas y; repetidas em torno de suas proprias médias yi. A SQOy; esta
associada ao modelo refletindo a falta de ajuste do modelo as respostas experimentais
observadas e serd tanto maior quanto mais as estimativas de cada nivel y; se desviarem da
resposta média y; correspondente (BARROS NETO et al., 2010).

Todas as somas quadraticas estdo associadas a um determinado niimero de graus de
liberdade, isto é, o nimero de valores independentes das n observagdes de y; necessarios para
determind-las. Dividindo-se estas somas por seus respectivos graus de liberdade obtém-se as
médias quadraticas. Estas médias relacionam-se com o Teste F, que neste caso, ¢ utilizado para
aferir a significancia estatistica e a falta de ajuste do modelo. Estas afericdes sdo realizadas
comparando-se os valores de F calculado (Fcu/) contra os valores de F tabelado (Fis) no mesmo
grau de liberdade. Para a avaliacdo da significancia estatistica do modelo F.s € a razao
MQOr/MQ);, enquanto que para a avaliagdo da falta de ajuste Feu € a razdo MQy/MQ.p. Para o
modelo serd considerado estatisticamente significativo a relacio MOr/MQ, > Fi, deve ser
comprovada. Ao mesmo tempo, o0 modelo somente sera considerado sem falta de ajuste caso a
relacdo MQi/MQep < Fup seja também comprovada. A Tabela 4 resume os dados da ANOVA
(BARROS NETO et al., 2010).
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Tabela 4. Tabela de andlise de varidncia para ajuste de modelos por minimos quadrados.

.~ ‘s N° de graus - ‘s
Fonte de variacao Soma quadratica de liberdade Média quadratica
m M S
Regressido SQr = ZZ(}% - 9? p-1 MQg = p ?Rl
T
Residuos 50, = ii(y.. —9.) n-p MQ, = SQr
T L ij i r n— p
DY SQraj
Falta de ajust SQra;i = 9, — §.) _ M =
alta de ajuste Qfqj Zj(y i) m-—p Qfaj m—p
E m N . M B Ser
ITO puro SQep = ZZ(%J- = 7i) n—m Qep = n—m
Total Ser= > Y (- 3)° n-1
T

Nesta tabela, p ¢ nimero de parametros do modelo a ser ajustado (coeficientes da
equacdo), m sdo niveis distintos da variavel independente (concentracdo, temperatura, etc), n €
o somatorio do nimero total ensaios realizados (total de respostas obtidas em funcao da variavel
independente), y; € o valor previsto de i (valor previsto em cada ponto da curva analitica que
define a equacdo do modelo), y ¢ a média global, y;; € a j-ésima resposta obtida para o i-ésimo
ensaio (respostas individuais obtidas em duplicata, triplicata, etc) (BARROS NETO et al.,
2010).

1.8. Espectrometria de Massas (MS)

A espectrometria de massas (MS, do inglé€s mass spectrometry) ¢ uma técnica analitica
que tem por finalidade estabelecer a razao massa carga (m/z) de compostos em fase gasosa
através de diversos processos de ionizacdo, permitindo, com isso, a determinagdo de sua
composicao elementar e a elucidacdo de sua estrutura molecular (WATSON & SPARKMAN,
2007; AEBERSOLD & MANN, 2003; MORAES & LAGO, 2003). A MS ¢ na atualidade uma
das principais ferramentas analitica para a comunidade cientifica, sendo amplamente explorada
nos mais diversos campos de pesquisa como por exemplo: Geologia (STAFFORD JUNIOR et
al., 1999), Medicina (WAJNER et al., 2001), Arqueologia (BRYANT, 2003), Bioquimica
(McLAFFERTY et al.,1999), Paleontologia (ASARA et al., 2008), Astrofisica (DAUPHAS et
al., 2010), Meio Ambiente (SUESS & PRATHER, 1999), Nanotecnologia (ARDUCA et al.,
2016), Combustiveis e Energia (WU et al.,, 2011). Embora seja uma técnica bastante

diversificada e exista varios modelos comercialmente disponiveis para os mais diferentes
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propositos, sua base estrutural ¢ comum: fonte de ions, o analisador de massa, o detector e o
sistema de manipulacgdo e saida de dados (LANCAS, 2009; CARRILHO et al., 2008; MORAES
& LAGO, 2003; AEBERSOLD & MANN, 2003). Na Figura 6, pode-se observar uma

representacdo genérica da estrutura base de um espectrometro de massas.

Espectrometria de Massas
N7 baixa pressio 10*° -10° mbar
Introdugﬁo N Selecdo dos ions Contagem de ions Ms" —
Fonte H _| Fotomultiplicador
da dei ’:> Ana(lnljza;dor E> De;t:;:;t or Multiplicador de elétrons
amostra e lons Microchannel Plate
— 1 == —1— e
HPLC ESI* Quadrupolo =
GC APCI* TOF — . "
Bomba MALDI lon trap S Manipulagio e
com seringa El FT-ICR @ —1 saida dos dados
cl Setor Magnético
* lonizagao a pressao atmosférica ”llm—“hl —
Espectro de Massas

Figura 6. Esquema genérico de um espectrometro de massas.

De modo geral, todo o processo pelo qual ocorre a analise em MS, desde sua introdugao
até a resposta final na forma de um espectro de MS, se d4 inicialmente pela injecao da amostra
(cromatografia, fluxo continuo) que, uma vez introduzida, serd individualmente conduzida até
a camara de ionizacao aonde uma fonte de ionizagdo, por meio de um agente ionizante,
convertera a amostra em ions (positivos ou negativos) através de adicdo e remogao de carga
(modo positivo e negativo). Depois de ionizados, os ions gerados sdo acelerados, através de um
campo eletromagnético, e direcionados ao analisador de massa aonde serdo separados em
funcdo da razdo massa carga (m/z). Dos ions que saem do analisador, somente aqueles que
estiverem dentro do intervalo de m/z estipulado chegarao ao detector e, uma vez dentro, sdo
contados unitariamente; cada ion contado gera um sinal proprio que € convertido em pulsos
elétricos. Esses pulsos sdo analisados por um software apropriado instalado em um computador
acoplado ao espectrometro que os transformam em dados quali-quantitativos que
posteriormente serdo visualizados na tela do computador na forma de um espectro de massas
(SILVERSTEIN et al., 2005).

1.9. Tipos de fontes de ionizaciao
A forma fisica em que as amostras sdo inseridas no espectrometro varia, sendo possivel

desde a injecdo direta até a injecdo interfaceada com cromatografia liquida de alta eficiéncia
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(HPLC, do inglés high performance liquid chromatography) (LANCAS, 2009). A
funcionalidade da MS ¢ definida em fung¢do do tipo de fonte de ionizacao e de seu analisador
(HAM, 2008). Basicamente as fontes de ionizacdo podem ser agrupadas em dois grupos: os que
funcionam a pressao atmosférica, também conhecidos como fontes brandas de ionizacdo, e os
que necessitam de baixa pressao. A ionizagdo quimica a pressao atmosférica (APCI, do inglés
atmospheric pressure chemical ionization), electrospray (ESI do inglés electro spray
ionization) e ionizagao por fotons a pressdo atmosférica (APPI, do inglés atmospheric pressure
photon ionization) sdo exemplos de fontes brandas de ioniza¢do enquanto a ionizagdo quimica
(CI, do inglés chemical ionization) e ionizagao por elétrons (EI, do inglés electron ionization)
sao exemplos de fontes de ionizagcdo que funcionam a pressao reduzida. Os analisadores de
massas fazem a discriminagdo ou selecdo dos ions que serdo detectados. Essa capacidade
seletiva esté sujeita ao poder de resolugdo do equipamento que varia em funcao de seu principio
fisico e de sua eletronica basica. Os analisadores mais comumente empregados em MS sdo os
do tipo quadrupolo, tempo de voo (TOF, do inglés time of flight), captura de ions, setor
magnético e ressonancia ciclotronica de ions com Transformada de Fourier (FT-ICR, do inglés

Fourier transform ion cyclotron resonance).

1.10. Analisador de massas de geometria tempo de voo

Em analisadores do tipo tempo de voo (TOF, do inglés Time-of-Flight) os ions gerados
na fonte de ionizacdo possuem a mesma energia cinética e, como suas velocidades sdo
inversamente proporcionais a raiz quadrada de sua massa os ions com menor (m/z) serdo
primeiramente detectados (MAGNO et al., 2006). A Figura 7 mostra um esquema simples de

um analisador de massas tipo TOF.
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Figura 7. Esquema simplificado de um analisador tempo de voo.

Em um TOF os ions formados se deslocam livres de quaisquer influéncias de campos
eletromagnéticos em um tubo de voo até atingirem o detector. A velocidade com que cada ion

atravessa o tubo ¢ funcao da energia cinética dada pela equagao 12 (MAGNO et al., 2006):

1/2

v= (2%) eq (12)

Se o tubo de voo tem comprimento I e v = I/t, temos que t = 1/v, logo o tempo de voo
que cada particula leva para atravessar completamente o tubo ¢ dado pela equagdo 13 (MAGNO

et al., 20006):

t= l(%)l/2 eq (13)

A resolu¢do e a forma do espectro de massa de um TOF sdo influenciadas pela
velocidade com que os ions percorrem o tubo uma vez que a aceleragdo ndo ¢ homogénea
causando com isso alargamento dos picos e diminui¢do da resolugdo (MAGNO et al., 2006). O
reflectron ¢ um dispositivo composto por varios anéis eletrodos que aplicam um potencial
decrescente que corrige as aceleragdes dos ions com excesso de energia cinética fazendo com
que percorram um caminho maior (desaceleram), enquanto que aqueles com menor energia

cinética percorrem um caminho mais curto (aceleram). Esse processo causa um espessamento

34



do tempo de chegada dos ions o que contribui para aumento da resolu¢ao de massas (MAGNO

et al., 20006).

1.11. Analisador de massas de geometria quadrupolo

Em analisadores do tipo quadrupolo (Q do inglés, quadrupole) quatro hastes estdo
paralelamente interligadas de tal modo que as hastes colaterais de cargas opostas estdo
eletricamente conectadas. A estas hastes aplica-se uma tensdo, constituida simultaneamente
elementos de radiofrequéncia (RF) e de corrente continua (CC), de 180° fora de fase. Com isto,
sob acdao de uma voltagem especifica que age como uma espécie de filtro (m/z), somente ions
de determinada razao (m/z) conseguem atravessar o quadrupolo mantendo sua trajetoria estavel

até o detector (ARDREY, 2003). A Figura 8 mostra um esquema simplificado de um tipico

quadrupolo.
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Figura 8. Esquema simplificado de um quadrupolo.
Fonte - http://science.widener.edu/svb/massspec/intro_to_ms/quad.html

Os analisadores do tipo quadrupolo normalmente trabalham com baixa resolugdo, ou
seja, indicam a massa nominal de um ion, ndo sendo, por isso, capazes de fornecer a composi¢ao

elementar (informagao estrutural) desse ion (ARDREY, 2003).

1.12. Resolucio de massas

A resolucao de massas (MR, do inglés mass resolution) ¢ um importante aspecto da
analise em MS, sendo definida como a diferenga minima entre dois sinais, valores de (m/z), de
intensidade relativamente proximos de espécies idnicas possibilitando uma inequivoca
distingdo entre esses sinais durante a analise de massas. A MR ¢ uma func¢do da (m/z) e
matematicamente ¢ expressa segundo a equacao 14 (KALTASHOV & EYLES, 2005;

DOWNARD, 2004; ARDREY, 2003):
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M
R =— =M—1€q(14)

M1-M3

Onde R ¢ a resolugdo, M ¢ a razdo (m/z) a ser medida, M; ¢ a razdo (m/z) do primeiro
ion e M ¢ a razdo (m/z) do segundo ion onde M;>M>. De modo geral AM ¢ a largura do pico a

50% de sua altura. A Figura 9 mostra uma representagdo esquematica da definicdo de MR.

100 -

%
AM - largura total a meia altura

10 -

[ ——
AM a 10% de vale

Figura 9. Definicao de resolucdo de massa a 10% de vale e largura total do pico a meia altura.

Em termos de resolu¢do, um instrumento de determinada geometria ¢ dito de baixa
resolucdo quando nao ¢ capaz de determinar além de massas nominais, ou seja, a penas a por¢ao
inteira do valor de massa. Por exemplo, para um instrumento de baixa resoluc¢ao a analise dos
ions CO™ (27,9949 Da), CoHs" (28.0312 Da) e N>* (28.0062 Da) seria nominalmente de 28 Da
0 que prejudicaria a correta identificagdo. Em contrapartida, quanto maior a resolugdo de um
instrumento, melhor sera sua capacidade de distin¢do e separagdo de ions com picos de razao

(m/z) muito proximos (KALTASHOV & EYLES, 2005; DOWNARD, 2004; ARDREY, 2003).

1.13. lonizagao por Electrospray (ESI)

As fontes brandas de ionizagdo como a eletronebulizacdo (ESI, do inglés electro spray
ionization) foram desenvolvidas para serem uma interface de acoplamento entre a HPLC e a
MS (CHIARADIA et al., 2008; MARCO et al., 2008) visando sanar as incompatibilidades
técnicas que impossibilitavam a geragao de ions sem degradacdo e a partir de espécies pouco
volateis ou sensiveis a temperatura presentes em fase liquida (CHIARADIA et al., 2008;
MORAES & LAGO, 2003). O processo de ionizagdo do sistema HPLC-MS tem como
caracteristica a formacao de ions “intactos” oriundos de reagdes de protonacao e desprotonagao
do tipo acido-base (CROTTTI et al., 2006). No modo positivo, reacdes de protonagdo geram ions

[M+H]", enquanto que no modo negativo reagdes de desprotonagdo geram ions [M+H]". Devido
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a essa capacidade de gerar ions preservando a estrutura e carga da espécie, a HPLC-MS ¢ ideal
para analises de composto ndo volateis, de média a alta polaridade e de alto peso molecular.
Porém se o equipamento tiver baixo alcance de massas essa técnica sO permite a analise de
compostos de até 20.000 Da (CHIARADIA et al., 2008; CERNY et al., 2003; MORAES &
LAGO, 2003). A Figura 10 resume o sistema ESI.

Placa de metal
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Figura 10. Esquema do sistema de ionizag@o via ESI no modo positivo.

No sistema de ESI o analito estd em solugdo, que ¢ a fase movel do sistema de HPLC.
Este conjunto chega, a pressdo atmosférica e preferencialmente a uma vazao inferior a 10
puL/min, ao capilar que fica mantido em alta voltagem (1 a 7 kV). Nesse capilar ocorre o
processo eletroforético de separacdo dos ions em funcdo do potencial positivo ou negativo
aplicado. Ainda em fung¢do desse potencial, a solucdo emerge do capilar na forma de um
aerossol (spray) que libera gotas carregadas com maior densidade de cargas positivas ou
negativas dependendo do potencial aplicado: se o potencial for positivo os contra-ions negativos
serdo neutralizados e vice-versa. Conforme essa densidade de cargas aumenta as gotas se
deformam na extremidade do capilar em razao campo elétrico ao redor. Essa deformacao toma
a forma de um cone, conhecido como cone de Taylor, e permanece na extremidade do capilar
até o momento em que a densidade de carga na superficie das gotas e a repulsdo entre os ions
vencam a tensao superficial da solugdo, ocorrendo entdo a liberagao de gotas menores ainda e
mais carregadas (CHIARADIA et al., 2008; MORAES & LAGO, 2003). Essas gotas resultantes
sdo dessolvatadas, ou seja, evaporadas a medida em que entram em contato com um fluxo
continuo de gas Ny, geralmente superior a 500 L/min, a temperaturas superiores a 350 °C. Com

essa perda gradativa de solventes as gotas diminuem seu volume e as cargas similares ficam
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cada vez mais proximas até o ponto em que ocorre a explosao coulombica, ou seja, as forcas de
repulsdo eletrostatica superam a tensao superficial do solvente nas gotas e os ions de interesse
sdo ejetados em dire¢do ao MS (CHIARADIA et al., 2008; HOFFMANN & STROOBANT,
2007; GROSS, 2004; ARDREY, 2003; MORAES & LAGO, 2003). Atualmente a ESI ¢ a
técnica de ionizagdo mais empregada em sistemas de HPLC-MS se destacando em diversos
campos de pesquisas, porém, se sobressaindo em estudos referentes a quimica organica,
bioquimica, induastria de alimentos e farmacéutica (LANCAS, 2009; CROTTI et al., 2006;
MORAES & LAGO, 2003).

1.14. Espectrometria de massas sequencial empregando-se geometria do tipo triplo-
quadrupolo (QqQ-MS/MS)

A espectrometria de massas acoplada a espectrometria de massa (MS/MS), comumente
conhecido como sequencial (MS", do inglés, tandem), tem como caracteristica possuir dois
estagios de separacdo de ions de mesma razdo m/z ao invés de utilizar apenas um tUnico
analisador de massas. Esses estagios se relacionam de maneira especifica a fim de fornecer a
informagdo analitica desejada (ARDREY, 2003). No que diz respeito a elucidagdo estrutural
faz-se necessario realizar a fragmentagdo das moléculas de interesse, empregando-se
geralmente, para esse fim aparelhos do tipo triplo quadrupolo (QqQ, do inglés triple
quadrupole) e quadrupolo-tempo de voo (Q-TOF, do inglés quadrupole-time-of-fly) (WILSON
& WALKER, 2010; HOFFMANN & STROOBANT, 2007; GROSS, 2004; ARDREY, 2003).
Um sistema do tipo QqQ, como o nome diz, é constituido por uma sequéncia de trés
quadrupolos, onde o segundo funciona como uma cela de colisao onde os ions sdo fragmentados
por dissociacao induzida por colisao (DIC, do inglés collision-induced dissociation) gerando
desta forma ions produtos cujos tipos dependem da intensidade de energia aplicada. Quando a
DIC ¢ manipulada em baixa energia a fragmentacdo induz a perda de fragmentos neutros que
dependem da natureza do ion precursor, como por exemplo, metanol e agua gerando, desta
forma, informagdes sobre os grupos funcionais presentes na molécula. Se a energia aplicada for
mais elevada, as fragmentagdes ocorrem em sitios especificos gerando informagdes estruturais

bem mais significativas para fins de elucidacdo estrutural. A Figura 11 ilustra o esquema do

sistema QqQ.
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Figura 11. Esquema de um sistema tipo QqQ-MS/MS.

Resumidamente, pode-se dizer que os ions de interesse, ou ions precursores,
selecionados no primeiro estagio de MS sdo direcionados para uma cela de colisdo aonde sdo
dissociados através de seu impacto com um fluxo gas inerte (geralmente N> ou Ar), os ions
resultantes sdo separados em funcdo de suas respectivas razdes m/z no segundo estagio e, por
fim, ¢ gerado um espectro de fragmentacao a partir do qual sera possivel caracterizar os grupos
funcionais dos ions de interesse, bem como auxiliar na elucidagdo estrutural de diversas
moléculas pequenas e biomoléculas (HOFFMANN & STROOBANT, 2007; GROSS, 2004;
ARDREY, 2003). Uma caracteristica peculiar do MS/MS sao seus modos de operagao que lhe
possibilitam realizar diferentes tipos possiveis de experimentos. Na Tabela 5 ¢ dado um breve
resumo sobre os quatro principais modos de operacao no sistema MS/MS (EKMAN et al., 2009;
NIESSEN, 2006).

Tabela 5. Modos de operagao do sistema de espectrometria de massas sequencial - MS/MS.

MODO APLICACAO MS! MS? EXPERIMENTO
MS! seleciona o ion
precursor ¢ MS?

Selecao Varredura obtém um espectro
de massa total dos
ions fragmentados.

Obter informagao
estrutural a partir
dos ions emitidos
pela fonte de ions.

fon produto

Encontrar MS! escarneia
compostos  que todos os  ions
Ion precursor ~ produzem Varredura ~ Varredura precursores ¢ MS?
fragmentos em seleciona um ion
comum. fragmentado.
Encontrar ~
MS! e MS? estio
compostos que
operando em um
Perda neutra perdem Varredura Varredura . .
intervalo de faixa
fragmentos

de m/z.
neutros comuns.
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No que diz respeito a cromatografia, a HPLC-MS/MS possibilita um aumento na

detectibilidade e reduz a interferéncia espectral de compostos presentes na matriz.

(CHIARADIA et al., 2008; ARDREY, 2003).

1.15. Espectrometria de massas sequencial empregando-se geometria do tipo

quadrupolo tempo de voo (QTOF-MS/MS)

Um sistema hibrido de espectrometria de massas sequencial do tipo QTOF-MS/MS

difere de um sistema QqQ-MS/MS apenas no fato de que o segundo analisador de massas ¢

substituido por uma geometria tipo TOF (ARDREY, 2003). A figura 12 mostra um esquema

desse sistema hibrido.
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Figura 12. Representacdo esquematica de sistema QTOF-MS/MS. Fonte: DOWNARD, 2004. Pg, 82.

Esta substituicao confere ao sistema a caracteristica de apresentar maior especificidade,

maior resolu¢do e maior velocidade de varrimento. Em contrapartida, a desvantagem desta

técnica consiste de ndo trabalhar nos modos de varredura de perda neutra e ion precursor

(MAGNO et al., 2006; ARDREY, 2003).
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1.16. Validacao de métodos analiticos

Validagao ¢ a confirmac¢ao mediante exame e fornecimento de evidéncias objetivas de
que os requisitos especificos para um propdsito desejado sdo atendidos (SANTOS et al., 2014;
PEREZ-LOZANO et al., 2004). O processo de validagdo visa: (I) controlar ou amenizar os
fatores que possam causar imprecisao nas medidas garantindo que os resultados da andlise
apresentem um nivel aceitavel de incerteza (GRANA, 2014; TAVERNIERS et al., 2004;
CHASIN et al., 1998); (II) comprovar a eficiéncia do método desenvolvido demonstrando, via
documento, que o propodsito a que se aplica, de fato atende os requisitos pretendidos para a
finalidade desejada (SANTOS et al., 2014; PEREZ-LOZANO et al., 2004; ANVISA, 2003) e,
com isto (III) evitar que métodos inadequados para o fim previsto sejam acreditados (ROZET
et al., 2011; HARTMANN et al., 1998). Para que este método seja considerado adequado a
qualidade pretendida, deve apresentar resultados confidveis e reprodutiveis (GRANA, 2014).
Para isto, ¢ indispensavel, durante a validagdo, descrever os procedimentos necessarios para
que os parametros do desempenho, também conhecido como figuras do mérito analitico:
seletividade, linearidade, intervalo, precisdo, sensibilidade, limite de detec¢do e de
quantifica¢do, exatidao e robustez sejam suficientemente bem conhecidos (PASCHOAL et al.,

2008; THOMPSON et al., 2006; TAVERNIERS et al., 2004).

1.17. Especificidade e seletividade

A especificidade e a seletividade estdo relacionadas a detecgdo (INMETRO, 2011) e,
embora, sejam vistos como sindnimos por alguns autores possuem significados diferentes
(ABOUL-ENEIN, 2000; VESSMAN, 1996). A especificidade de um método esté relacionada
a sua capacidade de fornecer um Unico sinal e somente para o analito de interesse uma vez que
esse método ¢ capaz de ignorar as interferéncias e semelhancas quimicas causadas pelos demais
compostos presentes na amostra ou matriz (PASCHOAL et al., 2008; VESSMAN, 1996). Desta
forma, dizer que um método € especifico significa entender que ele absoluto, ou seja, ¢ 100%
seletivo (&pice da seletividade) para determinado analito ou grupo de analitos tendo em vista
que a matriz em analise ndo causa interferéncia na medi¢do da resposta (ROZET et al 2011;
GONZALEZ & HERRADOR, 2007; ABOUL-ENEIN, 2000; VESSMAN, 1996). Ainda sobre
especificidade vale ressaltar que sdo muito raros os métodos considerados especificos, até
mesmos os cromatograficos e, que em funcdo disso, deve-se evitar o erro de considerar
especifico um método que € apenas seletivo (ABOUL-ENEIN, 2000) devendo, desta forma,

dar preferéncia a terminologia “seletividade” quando nos referirmos a ela como uma figura do

41



mérito analitico (ROZET et al., 2011; CHASIN et al., 1998). Enfim, por seletividade entende-
se a capacidade do método de analisar, diferenciar e quantificar com precisao o analito na
presenca de outros componentes interferentes presentes na matriz sendo, também, capaz de
distinguir os sinais dos demais compostos detectados juntamente com o analito de interesse
(TAVERNIERS et al., 2004; RIBANI, et al., 2004; ABOUL-ENEIN, 2000). Assim, métodos
seletivos sdo aqueles que, embora produzam respostas para varios analitos, sdo capazes de
distinguir o sinal de cada um deles (PASCHOAL et al., 2008; GONZALEZ & HERRADOR,
2007; THOMPSON et al., 2002). Pensar em seletividade de um método implica em minimizar
as influéncias existentes na matriz que possam causar potenciais interferéncias no sinal da
resposta comprometendo assim parametros como: linearidade, exatidao, precisao, etc. (RIBANI
et al., 2004; VESMANN, 1998). No tocante a cromatografia liquida a otimizagao das técnicas
aplicadas as etapas de extra¢do e separagdo do analitos, também com o fim minimizar as
interferéncias envolvidas nessa fase, ¢ um importante e necessario procedimento para a
melhoria da qualidade da seletividade que, de certa forma, dependera, também, de aspectos
relacionados ao recheio da coluna e composi¢ao da fase movel (AOAC, 2012). Vale ressaltar
ainda que em cromatografia trabalha-se com medi¢des dindmicas e, em termos de seletividade,
tais medidas dividem-se em (I) seletividade de deteccdo, onde os componentes interferentes
podem afetar as reagdes de detec¢do tanto na fase liquida quanto na fase gasosa e (II)
seletividade de separacao, onde as interacdes que ocorrem entre a(s) substancia(s) em analise e
as fases moveis e estaciondrias podem ser influenciados por mudangas na composicao dessas
fases, bem como por materiais estranhos que mudam o cardter do sistema de separacdo
(ABOUL-ENEIN, 2000). Em métodos cromatrograficos (com detector de arranjo de fotodiodos
ou MS), testes de pureza de pico associado com tratamento quimiométrico permitem uma boa
avaliacdo da seletividade pois garantem que a resposta do sinal do analito (avaliado no tempo
de retenc¢do caracteristico) seja proveniente de si mesmo e ndo de outros interferentes presentes
na amostra (ROZET et al., 2011; PASCHOAL et al., 2008; ABOUL-ENEIN, 2000). No caso
do emprego de HPLC associada a MS/MS (HPLC-MS/MS), recomenda-se que seja também
avaliado o efeito matriz de tal forma que a resposta de picos interferentes no tempo de retengao
do analito seja inferior a 20% da resposta do limite de quantificacio (PASCHOAL et al., 2008).

De modo geral, a seletividade de um método analitico pode ser avaliada através da
analise de varias amostras da mesma matriz determinando o nivel da propor¢do de
interferéncias dos compostos presentes nessas matrizes (CHASIN, et al., 1998). Essa avaliacao

se da por meio da andlise da interferéncia (auséncia de sinal) em, no minimo, seis fontes em
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branco diferentes oriundas da mesma matriz (ROZET et al., 2011; PASCHOAL et al., 2008;
HARTMANN et al., 1998). Se verificada a ausencia de sinal procede-se ainda a fortificagao
desses brancos com os contaminantes em concentracdo maxima provavel e a seletividade
podera ser aferida comparando-se o sinal da resposta desses brancos fortificados com o sinal
do analito de interesse no limite inferior de quantificagao também conhecido como menor limite
de quantificagdo (LLOQ, do inglés, lower limit of quantification) (ROZET et al., 2011;
PASCHOAL et al., 2008).

Para o tratamento estatistico da seletividade o teste /' (Snedecor), que avalia a
homogeneidade da variancia, e o teste ¢ (Student), que faz comparacao entre médias podem ser
usados e para tal devem-se dividir as amostras em dois grupos com concentracdes iguais de
analitos, mas somente um grupo devera conter a matriz, sendo que o nimero de amostras deve
ser maior ou igual a sete para que modelo estatistico seja adequado e, para que a matriz ndo
exerca efeito significativo e cause interferéncia na detec¢do do método, em ambos os testes 0s

valores calculados devem ser menores que os valores tabelados (INMETRO, 2011).

1.18. Faixa de Trabalho e Faixa Linear de Trabalho (Intervalo)

Faixa de trabalho ¢ a faixa de concentracdo do analito no qual o método analitico pode
ser aplicado (PASCHOAL et al., 2008; INMETRO, 2011). Essa faixa de concentragdo
apresenta limites inferiores e superiores. O limite inferior ¢ delimitado pelos valores dos limites
de deteccao e limite de quantificacdo enquanto a delimitacdo do limite superior depende do
sistema de resposta do equipamento de medicdo. A resposta do sinal deve ter uma relacdo linear
com o analito e ¢ obtido a partir de uma faixa de resposta linear que por sua vez estd inserida
dentro da faixa de trabalho (INMETRO, 2011). A faixa linear de trabalho ¢ o intervalo entre os
niveis inferior e superior de concentracdo do analito no qual € possivel a determinacdo com
precisdo, exatidao e linearidade aceitaveis quando aplicado a amostras contendo analito nos
extremos da faixa e dentro da mesma (PASCHOAL et al., 2008; INMETRO, 2011). A faixa de
resposta linear ¢ definida como a faixa de concentragdes na qual a sensibilidade pode ser
considerada constante e ¢ normalmente expressa nas mesmas unidades do resultado obtido pelo

método analitico (INMETRO, 2011).

1.19. Linearidade e sensibilidade
A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados diretamente

proporcionais a concentracao do analito em uma andlise dentro de uma determinada faixa de
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aplicacdo em que ¢ possivel obter a relagdo entre as varidveis dependentes (medidas) e
independentes (concentragdes) (RIBEIRO et al., 2003; HARTMANN et al., 1998; CHASIN et
al., 1998). E determinada pela anélise de uma série de solugdes calibradoras cujas diferentes
concentragdes abrangem toda a faixa de concentragdo desejada (CHASIN et al., 1998) afim de
se conseguir expressar a correlacao entre o sinal medido e a concentragdao da substancia a ser
quantificada (RIBANI et al., 2004). Tal correlacdo ¢ obtida empiricamente, por meio de
regressdo linear através do método dos minimos quadrados cujo foco ¢ determinar os
coeficientes da equacdo da reta que permite construir a curva analitica ou curva de calibracao
que, por conseguinte, nos possibilita gerar o recurso grafico com o qual ¢ possivel verificar a
existéncia ou ndo da linearidade (CUSTODIO et al., 1997). A elaborago da curva analitica se
da por meio de uma fungdo polinomial do 1° grau conforme a equacao 15 (MILLER &

MILLER, 2010, RIBANI et al., 2004; CUSTODIO et al., 1997):

Y=aX+ beq(15)

Onde, Y ¢ a resposta medida (absorbancia, altura ou area do pico, etc.), X ¢ a
concentracdo do analito, @ ¢ o coeficiente angular (inclinagdo da curva de calibragdo =
sensibilidade), b € o coeficiente linear (intersecdo com o eixo y, quando x=0). Os coeficientes
“a” e “b” sao estimados por meio das equacdes 16 ¢ 17 (MILLER & MILLER, 2010,
CUSTODIO et al., 1997).

2= N Yo, xiyi 21=1X121=21 yi eq (16)
NEL, xi2—(ZN, xi)

b = Blavislox® - nll anll vt g
NN, xi2—(ZN, xi)

O grafico resultante da equacdo 8 demonstra os resultados do ensaio em fungdo da
concentra¢do do analito e, uma vez constatado a relagdo linear aparente, os resultados deverao
receber tratamento estatistico apropriado para a determinagdo do coeficiente de correlagdo (R),
que ¢ uma estimativa da qualidade da curva obtida, e quanto mais proximo de 1 (> 0,99), menor
¢ a dispersao do conjunto de pontos experimentais € menor a incerteza dos coeficientes de
regressao estimados (RIBANI et al., 2004; ANVISA, 2003). O recomendado ¢ que a linearidade

seja determinada pela analise de, no minimo, seis concentragdes diferentes (CHASIN et al.,
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1998). A variagao da resposta em fungdo da concentragdo do analito ¢ demonstrada por meio
da sensibilidade que esté relacionada a capacidade de distingao entre duas concentragdes com
pequenas diferencas, e ao coeficiente angular da curva analitica (inclinagdo da curva de
regressdo linear de calibragdo) (PASCHOAL et al.,, 2008; RIBEIRO et al., 2003). A
sensibilidade ¢ determinada simultaneamente aos testes de linearidade e depende da natureza
do analito e da técnica de deteccdo utilizada sendo expressa de acordo com a equagdo 18

(INMETRO, 2011).

dx
S = — ©q (18)

Onde, S ¢ a sensibilidade, dx ¢ a variacao da resposta e dc ¢ a variagdo da concentracao.
A sensibilidade nao ¢ considerada como um parametro de validacdo por alguns Orgaos
reguladores por estar ligada a calibragdo do equipamento o que implica em variacdo de
equipamento para equipamento niao sendo por isso muito util na validagdao. Porém, pode ser
usado nos procedimentos de garantia de qualidade (PASCHOAL et al., 2008; HUBER, 2007;
THOMPSON et al., 2002).

1.20. Limite de Detec¢cdo (LOD)

De forma geral o Limite de Deteccao (LOD, do inglés limit of detection) pode ser
definido como a menor quantidade de analito que pode ser detectada, mas ndo necessariamente
quantificada como um valor exato ou ainda, como a capacidade de diferenciar, com certa
confianga, a concentracdo do analito presente na amostra do zero (branco de referéncia) ou do
ruido de fundo (PASCHOAL et al., 2008; ANVISA, 2003; CHASIN et al., 1998). Corresponde
a 3 vezes o desvio padrao de 7 a 10 replicatas de uma amostra (INMETRO, 2011). Para métodos
instrumentais como HPLC e MS, o LOD pode ser estimado com base na relacdo de 3 vezes o

ruido da linha de base e de acordo com a equacdo 19 (ANVISA, 2003):

LOD = 22 eq (19)

Onde, IC ¢ o coeficiente angular da curva de calibragdo (sensibilidade) e DP, € o desvio
padrdo do coeficiente linear de 3 ou mais curvas de calibragdo contendo as concentragdes do
analito proximas ao suposto limite de quantificagdo. O DP, pode ainda ser obtido a partir da

curva de calibragdo proveniente da analise de um numero apropriado de amostras do branco
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(ANVISA, 2003). Durante a validacao, além do LOD, deve-se distinguir o conceito de Limite
de Detec¢dao do Instrumento (LODi) e Limite de Deteccao do Método (LODwm). O LODy €
definido como a concentragdo do analito que produz um sinal de trés a cinco vezes a razao
sinal/ruido do instrumento. O LODw ¢ definido como a concentragdo minima de uma substancia
medida e declarada com 95% ou 99% de confianca de que a concentragdo do analito ¢ maior
que zero (INMETRO, 2011; CHASIN et al., 1998). A relacdo entre esses termos pode ser dada

por meio da equacdo 20:

LODg
Fator de concentracgio

LODy = eq (20)

Nesta equacdo o fator de concentragdo ¢ igual ao numero de vezes no qual o analito foi
concentrado durante a extragdo. O LODj pode ser determinado a partir do sinal/ruido através
da injecao de extratos da matriz fortificada com baixas concentracdes do analito e também por

meio de parametros da curva analitica de acordo com a equacao 19 (RIBANI et al., 2004):
LOD = 3,3x (g) eq (21)

Onde, s ¢ a estimativa do desvio padrao da resposta do coeficiente linear da equagdo da
reta da curva analitica e S inclinacdo ou coeficiente angular da equagdo da reta da curva analitica
(RIBEIRO et al., 2008; RIBANI et al., 2004). Vale ressaltar que ndo ha necessidade de se
determinar o LOD em metodologias cuja finalidade seja quantificar principios-ativos em

matérias-primas durante a validagao.

1.21. Limite de Quantifica¢ao (LOQ)

O Limite de Quantificagio (LOQ, do inglés limit of quantitation) ¢ a menor
concentracao do analito que, em um procedimento experimental, pode ser determinada com um
nivel aceitavel de precisao e veracidade (ROZET et al., 2007; RIBANI et al., 2004; RIBEIRO
et al., 2003). Corresponde normalmente ao padrao de calibragdo de menor concentragdo sem
considerar o branco. Também ¢ considerado como a concentragdo do analito correspondente ao
valor da média do branco mais 5, 6 ou 10 desvios padrao (TAVERNIERS et al., 2004;
INMETRO, 2011). O LOQ pode ser expresso de acordo com a equagao 22 (RIBANI et al.,
2004):
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LOQ = 10x(%) eq (22)

Onde, S ¢ o coeficiente angular da curva de calibracdo e s ¢ o desvio padrdao do
coeficiente linear de 3 ou mais curvas de calibracdo contendo as concentracdes do analito
préximas ao suposto limite de quantificagdo. O s pode ainda ser obtido a partir da curva de
calibracao proveniente da analise de um numero apropriado de amostras do branco. Também
pode ser determinado pela determinag¢do do ruido da linha de base onde o LOQ sera a
concentragdo que produza uma relagdo sinal-ruido superior a 10:1 (ROZET et al., 2007;
ANVISA, 2003). Durante a validagdo, além do LOQ, deve-se distinguir o conceito de Limite
de Quantificacao do Instrumento (LOQi) e Limite de Quantificagdo do Método (LOQwm). O
LOQ;x ¢ definido como a concentragdo do analito que produz um sinal 6 a 10 vezes a razao
sinal/ruido do equipamento. O LOQw ¢ determinado a partir do LOQ; e do fator a que a amostra
¢ concentrada durante o processo de extracdo, denominado fator de concentracdo
(THOMPSON et al., 2002). Assim a relagdo entre esses termos pode ser dada por meio da
equacao 23:

LOQq
Fator de concentragio

LOQy = eq (23)
1.22. Exatidao

A exatidao de um procedimento analitico expressa o grau de concordancia entre o valor
encontrado e o valor que ¢ convencionalmente aceito como verdadeiro ou como referéncia
(PASCHOAL et al., 2008; RIBANI et al., 2004, BRAGA & POPPI, 2004) RIBEIRO et al.,
2003; CHASIN et al., 1998). Entre os varios processos através dos quais se € possivel verificar
a exatiddo, os quatro métodos principais sdo embasados no uso de materiais de referéncia
certificados (MRC), em comparagdes com métodos de referéncia (CMR), em estudos
colaborativos e no uso de ensaios de recuperagao na matriz (RIBANI et al., 2004; RIBEIRO et
al., 2003). Utilizar os MRC implica em analisar nimero suficiente de replicatas desse material
e comparar os resultados obtidos com o valor certificado (RIBEIRO et al., 2003). Para esta
comparacdo sdo suficientes o erro relativo (ER) e o teste de hipdteses, pois o Z Score e o Erro
Normalizado (EN) estdo mais associados ao laboratorio do que a metodologia propriamente
dita (INMETRO, 2011). A estimativa do ER ¢ expresso em porcentagem, através da equagao
24 (INMETRO, 2011):
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Xlab— Xv

ER = .100 eq (24)

Onde, X € valor obtido experimentalmente ou média aritmética de valores obtidos ¢
X, € valor aceito como valor certificado do MRC. O teste de hipdteses visa evidenciar possiveis
erros sistematicos associados ao método. Pode-se, neste caso, ser aplicados os testes F
(Snedecor) de homogeneidade de variancias e o teste t (Student) de comparagao de médias, ou
entdo realizar a andlise dos desvios em relagdo aos valores de referéncia (INMETRO, 2011). A
determinagdo da exatiddo por meio de CMR ¢ estabelecida mediante a comparacdo entre os
valores obtidos pelo método e os valores obtidos para as mesmas amostras obtidos por um
método ja validado, ou seja, com precisao e exatidao aferidos e confirmados. Entretanto, nem
sempre se encontra métodos de referéncia pré-existente, impossibilitando a utilizagao desse tipo
de proposta (RIBEIRO et al., 2003). A estima¢do da exatiddo de um método por meio de
estudos colaborativos implica na colaboragdo de no minimo 8 laboratdrios e, caso ndo seja
possivel o envolvimento desse nimero minimo o estudo podera ser conduzido com um niimero
de laboratdrios ndo menor do que 5. A maior dificuldade desse metodo consiste em manter a
estabilidade do analito na amostra, ou seja, assegurar que a concentracdo do analito, a ser
determinada, permaneca estavel durante o decorrer do estudo. Nesse processo, a analise de
variancia (ANOVA) ¢ o meio pelo qual ¢ feito a determinacdo da existéncia de diferencas
significativas entre os valores obtidos pelos laboratérios envolvidos (RIBEIRO et al., 2003). O
ensaio de recuperacao relaciona-se com a exatidao no sentido de refletir a quantidade de
determinado analito, recuperado no processo, em relacao a quantidade real presente na amostra.
A recuperacao se da pelo processo de fortificagdo da amostra que consiste na adigao de solugdes
com diferentes concentracdes do analito de interesse seguida pela determinagdo da

concentracdo do analito adicionado por meio da equagdo 25 (RIBEIRO et al., 2003).

valor obtido— valor real

Rec (%) =

x 100 eq (25)

valor real

Ap0s a realizacdo desse proceso deve-se realizar testes de significancia através do teste

“£* de Studenty conforme equagdo 26 (RIBEIRO et al., 2003):

t= —Ri;;()o eq (26)

n-1
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Onde, Rec ¢ a média das recuperacdes obtidas para n repeti¢des, 100 € a recuperacao
percentual desejada; n ¢ o numero de determinagdes (minimo 5 repeticdes) € Srec € 0 desvio
padrao das recuperagdes. O método sera considerado exato se o valor obtido de ¢ estiver dentro
do intervalo estabelecido pelo valor tabelado para n-1 graus de liberdade em dado nivel de

significancia (RIBEIRO et al., 2003).

1.23. Precisao

A precisdo de um procedimento analitico expressa o grau de concordancia entre uma
série de medidas obtidas a partir da multipla amostragem de uma amostra homogénea sob as
condigdes prescritas, sendo estimada em trés niveis distintos: a repetibilidade, a precisdo
intermediaria e a reprodutibilidade (PASCHOAL et al., 2008; RIBANI et al., 2004, CHASIN
et al., 1998). Geralmente ¢ expressa como o desvio-padrdo ou desvio-padrio relativo
(coeficiente de variacao) de uma série de medi¢oes (ROZET et al., 2007; RIBEIRO et al., 2003).
O desvio padrao ¢ definido pela equagao 27 (RIBANI et al., 2004):

[ E(xi-%)?
s = ’—n—l eq (27)

Onde, xi ¢ a média aritmética de um pequeno numero de medigdes, X € o valor individual
de uma medigdo e n ¢ o nimero de medic¢des. O desvio padrio relativo ¢ dado pela equagdo 28

(RIBANI et al., 2004; RIBEIRO et al., 2003):
CV% = (f)x 100 eq (28)

Nesta equacao S € o desvio padrao das recuperacdes e X ¢ a média das recuperagdes. A
repetibilidade ou precisdo intraensaio expressa a precisdo nas mesmas condigdes de
funcionamento ao longo de um curto intervalo de tempo sendo verificada por, no minimo, 9
determinagdes, contemplando o intervalo linear do método, ou seja, 3 niveis de concentragdes
(baixa, média e alta) com 3 réplicas cada ou minimo de 6 determinagdes a 100% da
concentragdo do teste (RIBANI et al., 2004). A precisdo intermedidria (intercorrida) expressa
variacoes intralaboratérios: dias diferentes, diferentes analistas, diferentes equipamentos, etc.
A reprodutibilidade expressa a precisdao entre laboratorios, ou seja, estudos colaborativos

geralmente aplicados a padroniza¢do de metodologias (PASCHOAL et al., 2008).
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1.24. Robustez

O estudo da robustez visa verificar se 0 método € capaz de permanecer insensivel a
pequenas alteragdes propositais durante sua utilizagdo mantendo, desta forma, constancia na
reproducdo dos resultados face a mudangas nas condigdes operacionais de uso tais como:
temperatura, pH, diferentes instrumentos e reagentes, diferentes dias, diferentes laboratdrios e
analistas, etc (PASCHOAL et al., 2008; RIBANI et al., 2004, RIBEIRO et al., 2003; CHASIN
et al., 1998). A comprovacao dessa capacidade do método de ser indiferente a essas variagdes
durante seu uso atribui confianca ao método e aos resultados analiticos obtidos. Essa
comprovagao pode ser determinada pela analise individual ou simultaneas dos parametros mais
sujeitos a variagao através de experimentos estatisticos (RIBEIRO et al., 2003; CHASIN et al.,
1998). Para metodologias baseadas em UHPLC os fatores que devem ser considerados durante
a determinagdo da robustez sdo: variagdo do pH, composi¢do e for¢a idnica da fase movel;
concentragdo do solvente organico, colunas de diferentes tipos; volume de injecdo, temperatura
e fluxo da fase movel. No que diz respeito ao preparo das amostras os fatores sao a estabilidade
das solugdes analiticas e o tempo de extracao (RIBANI et al., 2004; ANVISA, 2003; CHASIN
et al., 1998).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem por objetivo desenvolver e validar um método de extragdo e
quantificagdo de alcaloides aporfinicos da planta Unonopsis duckei R. E. Fr por meio de
cromatografia liquida de ultra alta performance acoplada a espectrometria de massas
sequencial. Para este propdsito pretende-se também desenvolver um planejamento simplex-

centroide cujo fim ¢ a otimizagdo da extra¢ao dos analitos a serem quantificados.

2.2 Objetivos especificos

. Desenvolver um planejamento experimental do tipo simplex-centroide com quatro
componentes na otimizagao do solvente extrator para folhas da planta U. duckei R. E. Fr.

. Desenvolver um método de separagdo para os alcaloides aporfinicos anonaina,
glaziovina, norglaucina e glaucina por meio de cromatografia liquida de ultra alta performance.
. Otimizar os parametros de voltagens do espectrometro de massas como a transmissao e
dissociacdo dos ions referentes aos analitos de interesse (alcaloides do item anterior) para o
modo sequencial SRM.

. Aplicar o método desenvolvido para a quantificacao dos analitos nas folhas de U. duckei

R. E. Fr usando o melhor sistema extrator.

= Aplicar o método em uma amostra real do fitoterapico Envira.

. Realizar os ajustes matematicos que definem o modelo em fungdo das areas de picos
cromatograficos.

. Validar o método desenvolvido.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1  Reagentes
Os solventes utilizados no preparo dos extratos e nas analises cromatograficas em modo

reverso de eluigado estao relacionados na Tabela 6.

Tabela 6. Solventes utilizados no preparo dos extratos e nas analises cromatograficas.
SOLVENTE MARCA CARACTERISTICA UTILIDADE

acetona J. T. BAKER GRAU PA ACS 99,5%

nm;tea;;ﬂo ; ; giggi ggig gﬁ igg Zg’giﬁ Preparo dos extratos de acordo com o SCD.
cloroférmio J. T. BAKER GRAU PA ACS 99,5%

metanol J. T. BAKER GRAU HPLC 99,9%

acetonitrila J. T.BAKER GRAU HPLC 99,9% Analise cromatografica em fase reversa.
dguapura 00000 —--—--—- Milli-Q

3.2  Obtencao do material botanico da planta Unonopsis duckei R. E. Fr

As amostras de partes aéreas (folhas) da espécie U. duckei utilizadas no
desenvolvimento deste estudo sao oriundas da Reserva Florestal Adolpho Ducke (Km 26 da
rodovia AM-010) e foram gentilmente cedidas pelo pesquisador Dr. Felipe Moura Aragjo da
Silva da Universidade Federal do Amazonas (UFAM). O material botanico foi seco em estufa
de circulagdo de ar a 40°C durante dois dias, sendo, em seguida, trituradas em moinho de quatro

facas e pesadas.

3.3  Dados gravimétricos do material botianico da planta Unonopsis duckei R. E. Fr

Os dados gravimétricos do material botanico referente as partes aéreas da espécie U.
duckei estao relacionados na Tabela 7. Para a obtencao desses dados enumerou-se 23 frascos e,
em seguida, de forma aleatdria, utilizando luvas de procedimentos, efetuou-se a pesagem de
cerca de 1,0000g de amostra para posterior extragdo com as solucdes preparadas de acordo com

o planejamento experimental simplex-centroide (SCD).

Tabela 7. Dados gravimétricos do material botanico da planta U. duckei.

Ord?n-l Massa do Frasco Massa do frasco + amostra Massa da amostra
Frascos aleatoria .
de pesagem vazio (g) bruta (g) bruta (g)
1 5 70,9736 71,9869 1,0133
2 19 71,2407 72,2554 1,0147
3 3 70,2589 71,2736 1,0147
4 15 70,3287 71,3433 1,0146
5 20 71,0019 72,0165 1,0146
6 1 70,2533 71,2686 1,0153
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7 9 71,1242 72,1395 1,0153
8 8 70,6469 71,6617 1,0148
9 22 70,4594 71,4773 1,0179
10 4 70,1222 71,1383 1,0161
11 2 70,7858 71,8038 1,0180
12 12 71,3830 72,3982 1,0152
13 18 70,5420 71,5550 1,0130
14 21 70,4163 71,4356 1,0193
15 6 70,2896 71,3067 1,0171
16 16 70,4058 71,4231 1,0173
17 7 70,8103 71,8241 1,0138
18 10 70,6939 71,7113 1,0174
19 11 69,8162 70,8314 1,0152
20 17 70,2507 71,2703 1,0196
21 13 70,2126 71,2274 1,0148
22 23 71,0292 72,0435 1,0143
23 14 70,2305 71,2469 1,0164

3.4

Planejamento experimental das solugdes extratoras

Para o preparo das solucdes extratoras desenvolveu-se um planejamento SCD
modificado com quatro componentes: acetona (a), cloroféormio (c), n-hexano (h) e metanol (m).
Este planejamento resultou em 23 solucgdes extratoras distintas. Todas as combinagdes em

termos de propor¢des para cada ponto estao representadas na Figura 13.

Planejamento simplex-centroide para as 23 solugdes extratoras
100% o Em .
I 11 TRER
50%
25%

0%

1 2 3 4 5 6 7 ] 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

m c h .a mc mh ma ch ca ha mch mha mca cha mcha mcha mcha mcha mcha mcha mcha mcha mcha
= acetona 0 0 0 100 0 0 50 0 50 50 0 333 333 333 125 125 125 6255 25 25 25 25 25
n-hexano 0 0 100 0 0 50 0 50 0 50 333 0 333 333 125 12,5 625 125 25 25 25 25 25
mcloroférmio 0 100 0 0 50 0 0 50 50 0 333 333 0 333 1255 625 125 125 25 25 25 25 25
B metanol 100 0 0 0 50 50 50 0 0 0 33,3 33,3 333 0 62,5 12,5 12,5 12,5 25 25 25 25 25

Composigdes percentuais das solugdes extratoras

Figura 13. Representagdo em grafico de barras do planejamento SCD das 23 solugdes extratoras. Cada ponto foi
preparado aleatoriamente de acordo com a seguinte ordem: 2, 1, 3, 4, 6, 7, 10, 13, 15, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
11,12, 14,5, 8,9, 16. Legenda: a — acetona, h — n-hexano, ¢ — cloroférmio, m — metanol.

3.5 Preparo dos extratos

Os 23 extratos de U. duckei foram preparadas pesando-se cerca 1,0000g do material
botanico previamente seco e triturado adicionando-se, em seguida, 20 mL de solucdo extratora
preparadas segundo o SCD. Cada mistura foi submetida a banho ultrassonico por 15 minutos
ficando, em seguida, em repouso por 48 horas. Apds o repouso foram filtradas em filtro de fibra
de vidro e transferidos para frascos limpos. Os solventes em cada frasco foram evaporados

usando gas nitrogénio. As massas dos extratos secos foram aferidas e registradas na Tabela 8.
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Tabela 8. Dados gravimétricos em ordem decrescente de percentual de rendimento dos extratos

S€COS.

Ordem Massa (g) Extrato seco (g) Rendimento (%)

5
9
6
18
1
20
12
16
2
11
13
23
17
14
7
22
10
19
4
8
21
15
3

1,0133
1,0153
1,0171
1,013

1,0153
1,0146
1,0152
1,0173
1,018

1,0152
1,0148
1,0143
1,0196
1,0164
1,0138
1,0179
1,0174
1,0147
1,0161
1,0148
1,0193
1,0146
1,0147

0,0702
0,0636
0,0519
0,0509
0,0441
0,0415
0,0412
0,0400
0,0396
0,0389
0,0387
0,0373
0,0358
0,0341
0,0318
0,0249
0,0223
0,0222
0,0213
0,0206
0,0205
0,0200
0,0040

6,928
6,264
5,103
5,025
4,344
4,090
4,058
3,932
3,890
3,832
3,814
3,677
3,511
3,355
3,137
2,446
2,192
2,188
2,096
2,030
2,011
1,965
0,394

3.6  Preparo das solucdes para as analises exploratorias e quantitativas

Foram preparadas 23 solu¢des metanodlicas de concentragdo 1 mg/mL referente as

massas dos extratos obtidas a partir das solu¢des extratoras. Essas solugdes foram filtradas

utilizando-se filtro de membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF, 0,45 um) e transferidas

para frascos pequenos sendo, em seguida, armazenadas em geladeira a 5 °C para posterior

analise.

A Figura 14 ¢ um esquema de todo o processo envolvido nas preparagdes dos pontos

desde a pesagem até as solugdes para analises.
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23 pontos
extratores

extragdo
I 20 mL SCD

= " -~ solugdes filtradas
ig 23 solugBes | / D :m filltrilo
folhas U, duckei metandlicas . PVDF 0,45 pm
filtro de fibra
de vidro
banho repouso 5°C
ultrassonico o 48 horas

15 > g laboratorio
minutos i 1 /N thoMSon
: ’IE B] HPLC-MS/Ms

secagem

23 solugbes
€0 N,

SCD

Figura 14. Preparo dos 23 pontos segundo as massas obtidas de acordo com SCD para analise UHPLC-MS/MS.

3.7  Analises exploratorias e quantitativas

As andlises exploratorias iniciais foram realizadas via UHPLC acoplada a MS
utilizando-se um sistema de UHPLC-MS A6550 iFunnel™ (Agilent), consistindo de um
cromatografo liquido de ultra alta performance, um espectrometro de massas de alta resolugao
com uma fonte de ESI operando no modo positivo de polaridade. O espectrometro utilizado
possui geometria do tipo quadrupolo-tempo-de-voo (Q-TOF). As separacdes cromatograficas
foram realizadas utilizando-se uma coluna de silica fase reversa (C18, Poroshell 120EC-C18,
4.6 mm x 50 mm, 2.7 um) e acetonitrila como fase movel. As analises quantitativas foram
realizadas em um sistema 8040 de UHPLC-MS/MS da Shimadzu (1040) constituido de um
cromatdgrafo de ultra-alta performance e um espectrometro de massas com geometria do tipo
triplo-quadrupolo (QqQ). A técnica de ionizacdo foi a ESI e os parametros de ionizacao
adaptados das analises exploratdrias. A separagdo dos compostos foi realizada em uma coluna
C18 Shimpack (2.0 mm x 50 mm, 2.2 um). Foram utilizados os solventes dgua (Milli-Q) e
acetonitrila grau HPLC para as separagdes. As identificacdes foram realizadas por meio da
compara¢do com padrdes puros dos alcaloides de interesse. Tanto as andlises exploratorias
quanto as quantitativas foram feitas no laboratério Thomson de espectrometria de massas da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) sob a coordenacdo do Prof. Dr. Marcos

Nogueira Eberlin.
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3.8 Preparo das solugdes padroes para construcao das curvas analiticas para o estudo
da linearidade, exatidio e precisao.

Para a construcao das curvas analiticas foram preparadas solugdes estoques de 1 mL de
volume a partir de padrdes puros dos alcaloides anonaina, glaziovina, norglaucina e glaucina.
A concentracdo dessa solugdo foi de Img/mL e o solvente metanol. A faixa de concentragao da
curva abrangeu o intervalo de 10 ng L' a 1000 ng L™'. As solu¢des foram preparadas a partir

de dilui¢des conforme especificado na Tabela 9.

Tabela 9. Volumes extraidos das solugdes estoques para o preparo das solucdes da faixa de
concentracao da curva analitica.

Volumes em pL extraido da Solu¢do Estoque
Alcaloides Solucio Estoque 19 25 50 250 500 1000
nglL! ngL! ngL! ngL! ngL! ngL’

anonaina Img/mL 0,01 0,025 0,05 0,25 0,5 1
glaziovina Img/mL 0,01 0,025 0,05 0,25 0,5 1
norglaucina Img/mL 0,01 0,025 0,05 0,25 0,5 1
glaucina Img/mL 0,01 0,025 0,05 0,25 0,5 1

Volume de metanol pL 999,99 999,975 999,95 999,75 999,50 999,00

Preparou-se, em seguida, uma solucdo metanolica 1mg/mL a partir do extrato seco das
folhas de U. duckei correspondente ao ponto do SCD cuja solugdo extratora foi metanol 100%.
A 990 pL desta solugdo adicionou-se 10 uL dos padrdes para cada nivel de concentracdo. As
solugdes finais foram homogeneizadas e filtradas com membrana de fluoreto de polivinilideno
(PVDF, 0,45 pum). As andlises foram realizadas em triplicata e o volume injetado no

cromatografo foi de 10 pL.

3.9 Otimizacio dos parametros instrumentais do UHPLC
A otimizagcdo das condigdes cromatograficas para a presente metodologia estd

especificada na Tabela 10.

Tabela 10. Otimizag¢des instrumentais utilizados na corrida cromatografica das analises

quantitativas.
Modelo: Ascentis Express RP-AMIDE 15 cm x 2.1 mm, 2.7 um (SUPELCO).
Temperatura: 30° C

Coluna Fluxo de compensacdo de calor: 0,5000 mL /min

Corrida cromatografica: 15 min

Modo gradiente: H2O/ACN: 0-10min: 70% ; 10-12min: 100% ; 12-15min: 30%

Tensao capilar: 3,5 kV;

Temperatura do bloco de calor: 250 °C,;

ESI
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Temperatura da linha de dessolvagdo, 250 °C;

Fluxo de gas de secagem (Nz): 15 L / min;

Fluxo de gas de nebuliza¢do (N2): 3 L / min;

Gas de colisdo induzida por dissociagdo (Ar): 224 kPa.

Os parametros referentes a MS foram otimizados de forma automatizada pelo software
LabSolutions v.5.53 SP2, sendo eles a voltagem do quadrupolo de selecdo Q1 (V), a energia de
colisdao (Ev), a voltagem do quadrupolo de selecao Q3 e o tempo de monitoramento de cada

transi¢do (do inglés, dwell time) conforme visualizado na Tabela 11.

Tabela 11. Otimizacao das transi¢des SRM (Tensdo pré-polarizagao (V) Q1, Tensdo pré-
polarizagdo Q3 (V) e energia de colisdo (V)).

Composto P"f;‘};)s"r T"z‘;‘j;‘)?a" dwelltime Q1(V) CE(V) Q3 (V)
Anonaina 266 2499 100 ms =27 -14 -30
267 100 ms -30 -16 -20
Glaziovina 398
2359 100 ms -20 -20 27
325 100 ms -23 -10 -18
Norglaucina 342
294 100 ms -16 21 -16
325 100 ms -24 -16 -25
Glaucina 356
294 100 ms -24 -23 22

a) Transi¢do Unica da anonaina, independente da energia de colisdo, utilizada tanto para a qualificagdo
quanto para a quantificacdo. b) Para cada alcaloide as transi¢des com maior m/z sdo utilizadas na
qualificacdo. ¢) Para cada alcaloide as transi¢des com menor m/z sdo utilizadas na quantificacéo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Planejamentos experimentais simplex-centroide

Experimentos com misturas ME (do inglés, mixture experiments) fazem parte de uma
ciéncia maior denominada Design of Experiments (DOE) que € um dos pilares da quimiometria.
Na literatura ¢ comum encontrar publicacdes diversas cuja metodologia quimiométrica para
extragdo, caracterizacdo e quantificacdo de produtos naturais se fundamenta em experimentos
com misturas. (CHEONG et al., 2016; PAULI et al., 2016; WEI et al., 2015; SOARES et al.,
2012; BERTOL et al., 2011; SOARES et al., 2009; DELAROZA & SCARMINIO, 2008;
SOARES et al., 2008; SOARES et al.,, 2007). Sabe-se que em processos de extragdo o
rendimento do extrato bruto estd mais relacionado as propor¢des com as quais os solventes
extratores estdo misturados (GARCIA et al., 2010). Neste sentido, em processos de extragao de
produtos naturais, sdo ideais a utilizacdo de experimentos que possibilitam a investigacdo das
interacdes sinérgicas ou antagdnicas entre diferentes solventes extratores (GARCIA et al.,
2010).

A metodologia de planejamentos do tipo simplex-centroide design (SCD) é um
segmento do ME onde os componentes que compdem uma mistura estdo combinados entre si
em proporg¢des iguais de acordo com as restricdes impostas pelas equacgdes 1 e 2 descritas na
introducao desta dissertacao e tendo na equagdo 3 a condi¢do determinante do numero de
experimentos a ser realizado para a andlise pretendida. Os resultados descritos a seguir sao
consequentes de um cuidadoso planejamento experimental SCD idealizado para otimizar o
processo de extracao e quantificagdo de alcaloides aporfinicos encontradas em partes aéreas da

espécie botanica Unonopsis duckei R. E. Fr (U. duckei).

4.2  Resultados do Planejamento Simplex-Centroide Design
A Tabela 12 resume os dados experimentais obtidos a partir das solu¢des extratoras
preparadas conforme o planejamento SCD descrito na sessao 3.4. O processo de identificacao

e quantificacgdo foi realizado nas condi¢des experimentais descritas na sessao 3.7.
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Tabela 12. Proporcdes entre as solugdes extratoras, areas dos picos cromatograficos (dividido
por 1000) dos alcaloides de interesse e seus respectivos percentuais de rendimento em termos

de extrato seco.

Amostras

metanol Cloroférmio

acetona anonaina glaziovina norglaucina glaucina Rendimento

hexano
1 100 0 0 0 77,030 45,390 436,885  1284,023 4,3
2 0 100 0 0 7,696 9,042 14,692 44,163 3,9
3 0 0 100 0 7,247 16,660 14,972 19,908 0,4
4 0 0 0 100 5,942 5,645 18,493 14,935 2,1
5 50 50 0 0 88,077 58,913 570,706  1836,909 6,9
6 50 0 50 0 37,793 26,069 237,988 885,089 5,1
7 50 0 0 50 50,180 20,604 335,974  1562,757 3,1
8 0 50 50 0 5,201 7,055 17,079 12,332 2,0
9 0 50 0 50 7,881 10,935 31,611 111,792 6,3
10 0 0 50 50 11,900 10,425 30,131 126,639 2,2
11 33,3 333 333 0 36,939 22,432 323,102 1168,317 3,8
12 33,3 333 0 33,3 22,145 11,489 163,895 597,821 4,1
13 333 0 333 333 34,608 21,590 207,014 992,604 3.8
14 0 333 333 33,3 4,887 7,701 19,574 36,251 3,4
15 62,5 12,5 12,5 12,5 29,176 13,642 189,422 663,029 2,0
16 12,5 62,5 12,5 12,5 26,575 18,051 154,434 358,940 3,9
17 12,5 12,5 62,5 12,5 19,025 12,016 127,287 727,857 3,5
18 12,5 12,5 12,5 62,5 14,958 13,386 100,337 355,676 5,0
19 25 25 25 25 25,994 12,025 123,443 593,512 2,2
20 25 25 25 25 26,662 21,008 214,115 815,442 4,1
21 25 25 25 25 24,801 21,773 288,674  1249,216 2,0
22 25 25 25 25 25,163 11,470 200,019 811,600 2,4
23 25 25 25 25 21,809 11,026 183,000 599,106 3,7

A Figura 15 ¢ a representagdo grafica da distribui¢ao percentual em ordem decrescente

de rendimento dos 23 extratos da planta U. duckei.
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Figura 15. Percentual de rendimento em ordem decrescente obtidos dos extratos de U. duckei de acordo com o
SCD. Legenda: m — metanol, ¢ — cloroférmio, h — n-hexano, a — acetona. As amostras 5 e 3 destacam-se com o
maior e menor percentual de rendimento respectivamente.

Dos 23 extratos as amostras 5 e 9, extraidas com as misturas binarias
metanol/cloroformio e cloroférmio/acetona respectivamente, apresentaram o0s maiores
rendimentos enquanto que a amostra 3, extraida com o solvente puro n-hexano, apresentou o
menor rendimento. Para os quatro alcaloides plotou-se em dois graficos (para facilitar a
visualizacdo dos dados) a distribuicdo dos resultados em funcdo das areas dos picos
cromatograficos. O primeiro grafico (Figura 16) ¢ a representagdo grafica das distribuigdes dos

picos dos alcaloides anonaina e glaziovina.
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Figura 16. Distribuicdo dos picos cromatograficos da anonaina e glaziovina obtidos dos extratos de U. duckei a
partir do planejamento SCD. Para esses alcaloides a magnitude das areas dos picos ¢ aproximadamente a mesma.
Legenda: m — metanol, ¢ — cloroférmio, h — n-hexano, a — acetona.

Nesta figura a similaridade entre as distribuicdes desses alcaloides indicam que seus
respectivos planejamentos possuem capacidade extratora aproximadamente iguais. O ponto 5,
extraido com a mistura binaria metanol/cloroférmio, foi o ponto que apresentou a maior area
de pico para ambos alcaloides. No planejamento da anonaina as replicatas apresentam um
comportamento mais uniforme e no planejamento da glaziovina, as replicatas 20 e 21

apresentaram valores mais elevado dos que as outras. O segundo grafico (Figura 17) ¢ a
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representacao grafica da distribui¢do das areas dos picos cromatograficos para os alcaloides

norglaucina e glaucina.
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Figura 17. Distribui¢@o dos picos cromatograficos da norglaucina e glaucina obtidos dos extratos de U. duckei a
partir do planejamento SCD. Legenda: m — metanol, ¢ — cloroférmio, h — n-hexano, a — acetona.

Para estes alcaloides, em termos quantitativos, as areas dos picos indicam que seus
planejamentos, especialmente o da glaucina, foram os que apresentaram maior poder de
extracdo. Nota-se uma similaridade entre suas respectivas distribui¢des, até mesmo entre o
comportamento das replicatas sendo que a amostra 21, quando comparada as demais, apresenta
valores maiores.

Testou-se os modelos linear, quadratico e cubico especial para o rendimento e areas dos
picos. A andlise de variancia (ANOVA) foi utilizada para avaliar a significancia estatistica e a
falta de ajuste na validagdo dos modelos testados. O erro padrao foi estimado pelo erro

experimental determinado pelas cinco replicatas no ponto central.

4.2.1 Rendimento

Para os dados de rendimento em termo de extrato bruto constatou-se, a nivel de 95% de
confianga, falta de significancia estatistica para todos os modelos testados. Desta forma, ndo ¢
possivel fazer previsdes a partir desses dados. A média e o desvio padrdo dos rendimentos entre
as amostras ¢ de 2,88 e 0,93 respectivamente. Para 8 das 23 amostras (como por exemplo as
amostras 10,15, 19, 20 e 21) o valor da média € superior ao valor do rendimento obtido por seus
respectivos planejamentos. Para as amostras de 11 a 14 (misturas ternarias do planejamento) o
desvio padrdo ¢ superior ao desvio entre esses pontos. O ponto 5 (mistura bindria
metanol/cloroférmio) apresentou o maior rendimento enquanto o ponto 3 (solvente puro n-
hexano) apresentou o menor rendimento extraindo uma quantidade inferior a 0,004 gem 1,0 g
de folhas. Para os alcaloides de interesse ndo existe uma relacao direta entre o rendimento e o

poder de extragdo, ou seja, as amostras com maior rendimento ndo necessariamente apresentam
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maiores quantidades para todos os alcaloides. Por exemplo, conforme a Figura 15 a amostra 9
(mistura binaria cloroférmio/acetona) apresenta o segundo maior rendimento. Utilizando-se a
anonaina como referéncia nota-se que desse alcaloide a amostra 9 extrai uma quantidade

inferior as amostras com menor rendimento.

4.2.2 Anonaina
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Figura 18. Distribui¢ao dos picos de area cromatograficos da anonaina em ordem decrescente. Quanto mais alto
0 pico maior o poder de extragdo da solug@o extratora. Legenda: m — metanol, ¢ — cloroférmio, h — n-hexano, a —
acetona.

Para a anonaina, embora todos os modelos tenham sido significativos houve falta de
ajuste a nivel de 95% de confianca. De acordo com a distribuicao dos picos cromatograficos da
anonaina (Figura 18) pode-se fazer as seguintes observacdes: dentre os 23 pontos, a mistura
binaria metanol/cloroférmio (amostra 5) apresenta a maior capacidade extratora devido a
interacdo sinérgica entre si. Dentre os solventes puros, o metanol (amostra 1) apresenta a maior
capacidade de extracdo enquanto que a menor capacidade € apresentada pela a acetona, porém,
com magnitude proxima a do cloroféormio e do n-hexano. A mistura terndria cloroférmio/n-
hexano/acetona (amostra 14) apresenta um efeito antagénico as demais misturas apresentando

a menor capacidade de extracao.

4.2.3 Glaziovina

Para a glaziovina escolheu-se 0 modelo cubico especial devido a significancia de um
termo de interacdo ternario. Para os dados desse alcaloide a equacao 29 foi ajustada com os
termos lineares e apenas com os coeficientes de interacdo que se mostraram significativos a

nivel de 95% de confianga.
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Gz =41,42m + 10,17c + 16,61h +7,22a + 123,22mc - 532,59mca eq (29)
(#7,08) (+7,08) (+7,08) (+7,08) (+35,40) (+221,615)

Os termos destacados em negrito sdo significativos a nivel de 95% de confianga. A
validagao do modelo se deu através da analise de variancia e os dados estdo resumidos na Tabela

13. Para o ajuste da glaziovina o coeficiente de determinagdo (R?) foi de 0,85.

Tabela 13. Analise da variancia para o ajuste do modelo cubico especial as areas de pico da
glaziovina.

Fonte de Soma Graus de Média F*calculado
variacio quadratica liberdade quadratica
Modelo 2887,06 13 222,08 4,1941
Residuos 476,63 9 52,95
Falta de ajuste 358,62 5 71,72 2,4311
Erro puro 118,01 4 29,50
Total 3363,70 22 152,89

* Valor de F para significancia do modelo dado por MQO#/MQ. e para falta de ajuste MQy,;/MQ.,. Valores criticos
de F correspondentes no nivel de 95% de confianga sdo Fi39=3,04 ¢ Fs4 = 6,25.

O valor da razdo da MQy,;/MQep € 2,43, o valor da distribuicdo F com 5 e 4 graus de
liberdade € 6,25 a nivel de 95% de confian¢a. Uma vez que o valor de F tabelado ¢ muito maior
que a razdo MQy,i/MQe, pode-se afirmar que ndo ha indicacdo de falta de ajuste para o modelo
cubico especial. O modelo foi considerado significativo uma vez que o valor de 4,19 da razao
MQOr/MQ, ¢ maior que o valor de 3,04 da distribuicdo F com o mesmo nimero de graus de
liberdade (13 e 9) a nivel de 95% de confianca. A determinagio do R* é obtida pela razdo

SOr/SOr.
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Figura 19. Distribuicdo das areas de picos cromatografico da glaziovina em ordem decrescente. Quanto mais alto
o ponto maior o poder de extragdo da solugdo extratora. Legenda: m — metanol, ¢ — cloroférmio, h — n-hexano, a
— acetona.
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A Figura 19 ¢ uma representacao grafica da distribuicao dos picos em ordem decrescente
de capacidade extratora. A equagdo do modelo cubico especial mostra, conforme pode-se
observar nesta figura, que somente o coeficiente linear do metanol ¢ significativo. Entre as
misturas bindrias a unica que ocorre com sinergismo ¢ a mistura metanol/cloroférmio (amostra
5). A mistura ternaria entre os solventes metanol, cloroférmio e acetona (amostra 12) apresenta
um coeficiente de interagao significativo, porém com efeito antagonico diminuindo em 19,33 a
quantidade de glaziovina. A equagdo 30 evidencia que para a glaziovina a melhor capacidade
extratora se d4 com a mistura metanol/cloroférmio e alternativamente a esta mistura pode-se

utilizar também o solvente metanol puro.

Gz = 41,42(1/2) + 10,17 (1/2) + 123,22 (12)(1/2) = 56,6 eq (30)

Para esta equacdo o valor previsto de 56,6 estd em concordiancia com o valor
experimental de 58,91 evidenciando o bom ajuste do modelo. Na Figura 20 estdo representadas

as curvas de nivel para este ajuste.

Acetona
0,00 41,00

1,00
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
Metanol Cloroférmio

Figura 20. Superficie de resposta para os componentes metanol, cloroférmio e acetona, aplicada as areas dos picos
da glaziovina. O componente n-hexano foi igualado a zero para representar a superficie em apenas duas dimensdes.

As curvas representadas nesta figura concordam com a equa¢ao 29 indicando que a
melhor capacidade de extragao da glaziovina ¢ obtida pela mistura binaria metanol/cloroférmio
em proporcao 1:1. Observa-se ainda que a adi¢do do solvente acetona a esta mistura produz um

decréscimo (efeito de interacdo antagdnico) na resposta cromatografica.
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4.2.4 Norglaucina

Para a norglaucina, o modelo quadratico apresentou um significativo termo de interagao
a nivel de 95% de significancia, no entanto, o0 modelo cubico especial apresentou um termo de
interagdo terndrio proximo ao limite de significancia sendo por isso, ignorados do modelo todos
os termos binarios e terndrios cujos coeficientes eram inferiores ao proprio erro padrao.
Escolheu-se, portanto, o modelo cubico especial (equagdo 31) por apresentar um melhor ajuste

e por adicionar um termo significativo a mais do que o modelo quadratico.

Ng =433,44m + 22,50c + 39,62h + 65,55a + 1308,44mc - 3385,28mca eq (31)
(+46,81)  (+46,81) (+40,35) (+42,62) (+267,11) (+1501,30)

Os termos destacados em negrito sdo significativos a nivel de 95% de confianga. Os
dados da validacio (ANOVA) referente as areas dos picos da norglaucina estdo resumidos na

Tabela 14. Para o ajuste deste modelo o R? foi de 0,87.

Tabela 14. Analise da variancia para o ajuste do modelo cubico especial as alturas de pico da
substancia Norglaucina.

Fonte de Soma Graus de Média Fealculado*
Variacdo quadratica liberdade Quadratica
Modelo 409064,0 5 81812,80 22,5153
Residuos 61772,1 17 3633,65
Falta de ajuste 47576,9 13 3659,76 1,0313
Erro puro 14195,2 4 3548,79
Total 470836,1 22 21401,64

* Valor de F para significancia do modelo dado por MO#/MQ. e para falta de ajuste MQy,;/MQ.,. Valores criticos
de F correspondentes no nivel de 95% de confianga sdo Fs 7= 2,81 e Fi34 =5,89.

O valor da razdo da MQy;/MQ., € 1,03, o valor da distribui¢do F com 13 e 4 graus de
liberdade ¢ 5,89 a nivel de 95% de confian¢a. Uma vez que o valor de F tabelado ¢ muito maior
que a razdo MQy,;/MQe, pode-se afirmar que ndo ha indicacdo de falta de ajuste para o modelo
cubico especial. O modelo foi considerado significativo uma vez que o valor de 22,51 da razao
MQOr/MQ, ¢ maior que o valor de 2,81 da distribuicdo F com o mesmo nimero de graus de
liberdade (5 e 17) a nivel de 95% de confianga. Para este ajuste o R? ¢ calculado pela razio

SOr/SOr.
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Figura 21. Distribuicdo das areas de pico cromatograficos da norglaucina em ordem decrescente. As amostras 5 e
1 apresentaram maior capacidade de extracdao. Legenda: m — metanol, ¢ — cloroférmio, h — n-hexano, a — acetona.

A Figura 21 ¢ a representacdo grafica da distribui¢do dos picos em ordem decrescente
de capacidade extratora para a norglaucina. Para este alcaloide, dentre os solventes puros e de
acordo com a equacao 30, apenas o metanol (amostra 1) se mostrou significativo a nivel de 95%
com uma area de pico estimada de 433,44. Semelhante aos demais planejamentos, a mistura
metanol/cloroféormio (amostra 5) apresenta a melhor resposta extratora, e caso esta mistura seja
associada ao solvente acetona também observa-se um efeito de interagdo ternaria antagdnico.
Para este modelo, a area de pico prevista de 555,08 (equagdo 32) para a amostra 5 ¢ concordante

com o valor 570,7 obtido experimentalmente.

Neg = 433,44(1/2) + 22,50(1/2) + 1308,44(1/2) (1/2) eq (32)

Na Figura 22 estdo representadas as curvas de nivel para o ajuste do modelo da

norglaucina.
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Figura 22. Superficie de resposta para os componentes metanol, cloroférmio e acetona, aplicada as areas dos picos
da norglaucina. O componente n-hexano foi igualado a zero para representar a superficie em apenas duas
dimensdes.

A andlise visual das curvas representadas na figura evidencia a mistura bindria
metanol/cloroférmio com a maior capacidade de extragdo para a norglaucina e, semelhante a

glaziovina pode-se utilizar o solvente metanol puro como um meio alternativo de extragao.

4.2.5 Glaucina

Para a glaucina, o modelo quadratico apresentou dois termos significativos de interacdo
a nivel de 95% de significancia sendo um linear e o outro bindrio. Para 0 mesmo nivel de
significancia, o modelo cubico especial apresentou um termo de intera¢ao bindario e, além dos
dois termos do modelo quadratico, apresentou um termo ternario proximo ao limite de
significancia. A equagdo 33 expressa o modelo ctbico especial para a glaucina ignorando todos
os termos bindrios e terciarios ndo significativos, ou seja, aqueles cujos coeficientes eram muito

inferiores ao proprio erro padrao.

G =1220,Im + 41,8c + 288,5h + 75,9a + 4720,5mc + 3516,0ma -17014,8mca eq (33)
(F226,94) (F202,64) (F174,50) (F202,64) (F1165,7)  (F1165,7)  (F7006,7)

A valida¢ao do modelo resultou em um coeficiente de determinagao de 0,82 e os dados

relativos a analise de variancia estdo resumidos na Tabela 15.
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Tabela 15. Anélise da variancia para o ajuste do modelo ctbico especial aplicado as areas de
pico do alcaloide glaucina.

Fonte de Soma Graus de Média F*calculado
Variacio quadratica liberdade quadratica
Modelo 5116155 6 8526924 12,6131
Residuos 1081580 16 67598,7
Falta de ajuste 797365 12 66447,1 0,9351
Erro puro 284215 4 71053,8
Total 6197734 22 281715,2

* Valor de F para significancia do modelo dado por MQOr/MQ, e para falta de ajuste MQy,/MQ.,. Valores criticos
de F correspondentes no nivel de 95% de confianga sdo Fe16= 2,74 € Fi24=591.

O valor da razdo MQy,i/MQ.p ¢ 0,93, o valor da distribuicdo F com 12 e 4 graus de
liberdade € 5,91 a nivel de 95% de confianga. Uma vez que o valor de F tabelado ¢ muito maior
que a razao MQy.,;/MQep pode-se afirmar que ndo ha indicacao de falta de ajuste para o modelo
cubico especial. O modelo foi considerado significativo uma vez que o valor de 12,61 da razao
MQr/MQ:- ¢ muito maior que o valor de 2,74 da distribuicdo F com o mesmo nimero de graus
de liberdade (6 e 16) a nivel de 95% de confianga. Para este ajuste o R? é 0,82 e é calculado

pela razao SQr/SQOr.
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Figura 23. Distribuicdo dos picos cromatograficos da glaucina em ordem decrescente. As amostras 5 e 7
apresentaram maior capacidade de extragdo. Legenda: m — metanol, ¢ — cloroférmio, h — n-hexano, a — acetona.

A Figura 23 ¢ a representacdo grafica da distribui¢ao dos picos em ordem decrescente
de capacidade extratora para a glaucina. A equagdo 34 evidencia que dos quatro coeficientes
lineares apenas o metanol (amostra 1) ¢ significativo e que, conforme pode-se observar na
Figura 23 (amostras 5 e 7), este solvente interage sinergicamente com os solventes cloroformio
e acetona. Semelhante aos planejamentos dos demais alcaloides a interagdo ternaria entre esses
solventes provoca um efeito de interagao antagonico na resposta instrumental para glaucina o

que acarreta em uma menor capacidade de extracdo. Para a mistura bindria metanol/cloroférmio
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a area de pico prevista foi 1811,08 (equagao 35) enquanto que para a mistura metanol/acetona
foi de 1527,0 (equacao 36). A redugdo da area de pico para 730,92 (equagao 37) evidencia o

efeito antagonico para a interacdo ternaria entre esses solventes.

Gne) = 1220,1(1/2) + 41,8(1/2) 4720,5(1/2)(1/2) eq (35)
G = 1220,1(1/2) + 75,9(1/2) + 3516,0(1/2)(1/2) eq (36)

Gy = 1220,1(1/3) + 41,8(1/3) + 75,9(1/3) + 4720,5(1/3)(1/3) + 3516,0(1/3)(1/3) -
17014,8(1/3)(1/3)(1/3) eq (37)

Na Figura 24 estdo representadas as curvas de nivel para o modelo ctibico especial

aplicado as areas de pico da glaucina.
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Figura 24. Superficie de resposta para os componentes metanol, cloroférmio e acetona, aplicada as areas dos picos
da glaucina. O componente n-hexano foi igualado a zero para representar a superficie em apenas duas dimensdes.

A andlise visual das curvas representadas nesta figura evidencia a mistura bindria
metanol/cloroférmio e metanol/acetona em propor¢ao 1:1 sdo as mais indicadas para a extracao
de glaucina.

No contexto geral verificou-se que, para todos os alcaloides de interesse, misturas
binarias do tipo metanol/cloroférmio em propor¢do 1:1 s@o as mais indicadas como solugdes
extratoras. O solvente puro metanol pode ser uma alternativa para extracdo dos alcaloides
anonaina, glaziovina e norglaucina e misturas bindrias do tipo metanol/acetona em proporgao
1:1 pode ser uma medida alternativa na extracdo de glaucina. Vale ressaltar a importancia do

desenvolvimento de planejamentos experimentais bem como a adequagao do melhor ajuste as
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equagdes que caracterizam esses planejamentos a fim de se otimizar processos de extragdo

obtendo, desta forma, resultados mais satisfatorios e consistentes.

4.3  Analise das componentes principais e analise hierarquica de agrupamentos

Para as analises das componentes principais (PCA, do inglés Principal Componente
Analyses) utilizou-se uma matriz composta 23 colunas e 6211 linhas cujos valores foram
obtidos a partir dos dados experimentais dos 23 extratos extraidos de acordo com o
planejamento SCD. Nesta matriz as colunas correspondem aos numeros de amostras e as linhas
correspondem as variaveis, ou seja, areas dos picos cromatograficos. O tempo total da corrida
cromatografica foi de 15 minutos. Para este tipo de analise os dados referentes a matriz foram
centrados na média. Conforme pode-se observar no grafico de escores (Figura 25) as
componentes principais 1 e 2 explicam sozinhas 90,90% da variancia total sendo que 5,60% ¢

explicada pela componente 2 e 85,30% explicada pela componente 1.
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Figura 25. Gréfico dos escores das componentes principais obtidos dos dados cromatograficos dos 23 extratos das
partes aéreas da planta U. duckei.

Neste grafico, os extratos obtidos a partir de solventes puros e de misturas binarias sao
discriminados em virtude da variancia da PC1. Pode-se observar que o quadrante direito pode
ser dividido em trés regides distintas: a primeira regido, que fica no lado mais positivo da PC1,

¢ composta somente pela primeira amostra, cujo solvente extrator € o solvente puro metanol. A
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segunda regido € composta pelas amostras cujos solventes extratores foram os demais solventes
puros juntamente com a mistura binaria metanol/cloroféormio. Este grupo fica em uma posicao
intermediaria em relacdo ao ponto zero. A terceira regido, a que fica mais proxima do zero, €
composta pelos escores relacionados aos extratos das amostras 6, 7, 8 ¢ 9 cujas solucdes
extratoras eram misturas binarias. No quadrante esquerdo, a parte negativa da PC1, encontram-
se distribuidas os escores dos extratos cujas solugdes extratoras eram misturas ternarias e
quaternarias. Na regido mais negativas encontram-se os escores do ponto central do
planejamento simplex-centroide. Os escores dos extratos quaternarios estdo em uma regiao
intermedidria e na regido mais proxima do zero estdo as misturas ternarias. Com relagdo a PC2
pode-se observar uma clara separagdo entre os escores da amostra 1 e amostra 4 cuja solucao
extratora ¢ acetona puro. Uma representacdo grafica dos loadings da CP1 pode ser vista na
Figura 26. Nela estao apresentados somente os loadings da PC1 no intervalo de 9 a 14 minutos
pois os loadings com tempo de retencao abaixo de 9 minutos apresentaram variaveis com baixo

peso e por isso sao irrelevantes.
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Figura 26. Grafico dos loadings da CP1 para os dados cromatograficos dos 23 extratos de partes aéreas da planta
U. duckei no intervalo de tempo de retengdo de 9 a 14 minutos

Como pode-se observar, o alto valor positivo de loading na PC1 ¢ caracteristico da
substancia com tempo de retengdo de 9,85 minutos. Sendo assim, a substancia com tempo de
retencao de 9,85 minutos ¢ extraida em maior quantidade com os solventes extratores puros

especialmente o metanol. No lado negativo da PC1 ha apenas uma variavel de maior peso, ou
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seja, a substancia com tempo de retencdo de 9,83 minutos. Ela influencia as misturas
quaternarias fazendo com que apresentem uma menor quantidade de substidncias com esse
tempo de retencdo. Essa influéncia se d4 em virtude dessa substancia ser a mesma varidvel com
valor positivo. A Figura 27 abaixo ¢ a representacdo grafica da PC2 no mesmo intervalo de

tempo de retengao da PC1.

6.0+

10,51

5.0+

Loadings PC2 (10°%)

T T
i 9 10 11 12 13 14

Tempo de retengédo (min)
Figura 27. Grafico dos loadings da CP2 para os dados cromatograficos dos 23 extratos de partes aéreas a planta
U. duckei no mesmo intervalo de tempo de retengao da PCI.

Os loadings apresentados neste grafico indicam que o extrato 1, cujo solvente extrator
foi o solvente puro metanol, por estar na regido mais positiva, apresenta maior quantidade da
substancia com tempo de retencdo de 10,51 minutos enquanto que o extrato 4, que estd na regido
mais negativa e cujo solvente extrator foi a acetona pura, apresenta maior quantidade das areas
cromatograficas com tempo de retengdo em 9,85 e 13,02 minutos conforme pode ser

visualizado sobrepondo os cromatogramas do metanol e acetona conforme a Figura 28 abaixo.
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Figura 28. Sobreposi¢do dos cromatogramas dos extratos cujos solventes extratores foram os solventes puros
metanol e acetona.

A confirmacdo desses resultados foi obtida por meio da andlise hierarquica de
agrupamentos (HCA, do inglés Hierarchical Cluster Analysis) da matriz de dados utilizados na
PCA. O método utilizado foi o de ligagao completo (complete linkage). A Figura 29 abaixo ¢ o
dendograma da matriz de dados. No valor de distdncia de 7x10’ observam-se os mesmos

agrupamentos formados na PCA.

2,5E8

2E8

1,5E8

Distancia

1E8 ¢

5E7
: ki
R4 R5 R3 R2Z R1 18 16 15 17 14 13 12 11 10 7 8 9 6 4 5 3 2 1

Figura 29. Dendograma baseado nos dados cromatograficos dos extratos de partes aéreas da planta U. duckei
obtido pelo método de ligagdo completo.
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Das analises dos resultados obtidos via PCA e HCA pode-se concluir que os extratos
obtidos de partes aéreas da planta U. duckei apresentam diferentes perfis cromatograficos para
as diferentes solucdes de misturas extratoras. Entretanto, essa diferenca aparenta ser mais

quantitativa do que qualitativa o que viabiliza a otimizagdo das substancias de interesse.

4.4  Validacdo da metodologia

4.4.1 Seletividade

Para que fosse garantida a seletividade, optou-se por utilizar o modo de aquisi¢ao em
MS por monitoramento seletivo de reacao (SRM, do inglés, selected reaction monitoring). Esta
forma de operagdao do espectrometro permite que diferentes analitos sejam precisamente
quantificados, uma vez que a resposta da detec¢do ndo sofre interferéncia de efeitos de
supressao ionica ou simplesmente efeitos de matriz. Isso ocorre devido ao fato de que em um
experimento em modo SRM ¢ possivel monitorar cada transicdo de ions (par
precursor/fragmento) dentro de uma faixa de m/z onde a intensidade do sinal ¢ registrada, isto
em fung¢do da eluicdo na escala de tempo cromatografica, o que produz picos extraidos inicos
para cada analito (WAKSMUNDZKA-HAJNOS & SHERMA, 2011; LANGE, et al., 2008).
Essa capacidade de seletividade deve-se ao fato de que no modo SRM trabalha-se com dois
estagios de andlises de massas, onde o primeiro estagio (Qi) funciona como um filtro, o que
impossibilita ions precursores de diferentes m/z sejam direcionados a cela de colisdo (q2). Nesta
cela sdo formados os ions fragmentos (transi¢des) e em seguida direcionados ao segundo
estagio de analise de m/z (Q3). Neste tltimo, ao invés de uma varredura para a verificagao dos
fragmentos formados, opta-se pelo monitoramento de transigdes especificas (filtro). Neste
trabalho, o monitoramento em modo SRM dos ions utilizados como transi¢des de qualificacao
(de maior m/z) e quantificagdo (de menor m/z) foram estabelecidos baseando-se em rotas de
fragmentacao dos alcaloides de interesse previamente descritas (SILVA et al., 2013). A Figura
30 apresenta o cromatograma de ions extraidos (XIC do inglés, extracted ion chromatogram)

para as transi¢des de quantificacdo e qualificagdo dos analitos deste trabalho.
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Figura 30. Cromatogramas, em modo SRM para uma corrida total de 15 minutos, dos alcaloides de interesse
obtidos a partir de padronizago externa das solugdes preparados de acordo com o planejamento SCD dos extratos
brutos das amostras da planta U. duckei utilizando a geometria UHPLC-ESI*-QqQ/MS. A corrida foi realizada na
modalidade de analise rapida de acordo com as condi¢des especificadas na sessdo 3.8. Com excecdo da anonaina,
sd0 mostradas as transi¢des de qualificagdo e quantificacdo para os demais alcaloides. O tr do método ¢ inferior a
7 minutos. A anonaina possui 0 maior tr com 6,5 minutos e a glaucina o menor tr com 5,5 minutos.

No desenvolvimento das condi¢des cromatograficas para a separacao dos alcaloides no
sistema UHPLC buscou-se, inicialmente, utilizar condigdes mais simples e reprodutiveis, isto
¢, sem ajuste do pH e eluicdo gradiente. Porém, estas condigdes ndo foram suficientes para
promover a separagdo completa entre todos os compostos estudados uma vez que optou-se por
um método de analise rapido onde o tempo de anélise ¢ inferior a 10 minutos. Praticamente nao
foi possivel obter separagdo entre glaucina (tr 5,5, m/z 356) e norglaucina (tr 6,0, m/z 342). Este

fato ndo interferiu na validagdo da metodologia empregada, uma vez que as transi¢oes
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escolhidas e/ou os ions precursores das espécies que coeluiram ndo sao os mesmos. Para o
composto anonaina foi necessaria uma adaptagdo da metodologia, uma vez que este analito
quando submetido a CID apresenta apenas uma unica fragmentagdo, isto €, apenas um ion
fragmento. Isto se deve a simplicidade estrutural deste alcaloide (auséncia de grupos
periféricos), o que conduz a uma tnica perda de amdnia (- 17 Da, NH3). Para este caso, optou-

se por utilizar a mesma m/z para identificagao e quantificacdo deste analito.

4.4.2 Linearidade

A linearidade foi avaliada através da construcao de uma curva analitica com seis niveis
de concentragdo que abrangeu a faixa de 10, 25, 50, 250, 500 e 1000 ng L' preparadas em
metanol. As respectivas areas dos picos cromatograficos para as m/z extraidas referentes aos
ions fragmentos de quantificacdo foram submetidos a andlise de regressdao pelo método de
minimos quadrados (MMQ), de modo a se construir curvas de calibracdo para cada analito
conforme as Figuras 31 e 32!. A partir das curvas geradas, foi possivel estabelecer a
sensibilidade (coeficiente angular), o coeficiente linear e os coeficientes de correlacao (R) e
determinacdo (R?) do método desenvolvido para os analitos escolhidos. Também realizou-se
por meio do MMQ a determinagdo do intervalo de confianca para os coeficientes de regressdo,
bem como a confeccdo dos graficos de residuos estatisticos de cada alcaloide aporfinico
analisado (Figura 32) a fim de se averiguar a qualidade das curvas analiticas construidas
(PASCHOAL et al., 2008). A faixa linear foi determinada ao se plotar em um grafico o log da
concentragdo no eixo das abcissas versus a razdo entre a resposta analitica e a concentra¢do no
eixo da ordenadas (DE ARAGAO et al., 2009). A confirmagcao e aceitabilidade da linearidade
depende do R?, ao qual espera-se um valor superior a 0,99 (DE ARAGAO et al., 2009), além
de uma distribui¢do aleatéria entre valores positivos e negativos dos pontos residuais
(PASCHOAL et al., 2008) oriundos da regressdo pelo MMQ (Figura 33). Se essa distribuig¢do
¢ aleatoria, o referido grafico ndo apresenta tendéncias de dispersdao dos residuos, sendo por
1sso, um indicativo de que a linearidade ¢ satisfatoria (PASCHOAL, et al., 2008). Os resultados
obtidos a partir da regressdao por meio do MMQ para o estudo da linearidade podem ser

observados na Tabela 16.

! A Figura 32 é composta tanto pelos graficos das curvas analiticas de cada alcaloide quanto por seus
respectivos graficos de dispersdo de residuos.
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Tabela 16. Dados de linearidade obtidos pela regressdo pelo método de minimos quadrados.

EQUACAO DA RETA Faixa linear
ANALITO COEFICIENTE - rr LINEAR R R? ng L
ANGULAR '
anonaina y=1151,6x (£25,6) +29964 (+116,3) 0,99736 0,99473 10-1000
glaziovina y=204,28x (£2,3) T9158,6 (+10,3) 0,99935 0,9987 10-1000
norglaucina® y=71125x (£5,6) +21285(+27,6) 0,99925 0,9985 10-1000
glaucina y=2103,7x (£19,6) + 33365 (+89,3) 0,99953  0,9991 10-1000

3 Valores da curva analitica para 5 niveis de concentrag3o.

A partir dos resultados obtidos, observou-se que o R? da norglaucina, conforme pode
ser visto na Figura 31a, mostrou-se inferior a 0,99 e que o ponto a nivel de concentragcdo de 500
ng L' mostrou-se discrepante em relacio aos demais. Apds identificagio e eliminagio da
resposta analitica anomala (rejeitado a nivel de 90% pelo teste Q de rejeicao de resultados) o
valor médio das respostas nio anomalas ndo foi suficiente para resultar em um R? superior a
0,99. Diante desse fato optou-se por eliminar o ponto discrepante, conforme pode-se observar
na Figura 31b, tendo em vista que tal eliminagdo nao prejudicaria a linearidade pois ainda
restaria pelo menos cinco niveis de concentragdo que ¢ a quantidade minima especificada na
literatura para constru¢do de uma curva analitica (PASCHOAL et al., 2008). Na Figura 31c
pode-se observar que os residuos estatisticos da curva da norglaucina se distribuem
aleatoriamente ao longo do eixo das abcissas evidenciando desta forma a linearidade da curva

para este alcaloide.
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Figura 31. Graficos das curvas analiticas e dispersdo de residuos estatisticos da norglaucina obtidos nas condigdes

instrumentais descritas na sessao 3.8. a) Curva com 6 niveis de concentra¢do. b) Curva analitica com 5 niveis de
concentragdo. ¢) dispersdo de residuos estatisticos para uma curva com cinco niveis de concentragdo.
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A Figura 32 abaixo ¢ a representagdo grafica das curvas analiticas e da dispersao de

residuos estatisticos dos alcaloides: anonaina (a), glaziovina (b), norglaucina (c) e glaucina (d).
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Figura 32. Grafico das curvas analiticas e graficos das dispersdes de residuos estatisticos obtidos conforme as
condig¢des instrumentais descritas na sessdo 3.8: a) anonaina. b) glaziovina. ¢) glaucina. Nos gréficos de dispersao,
a distribuig@o aleatoria dos pontos residuais indica a aceitabilidade da curva e a qualidade da linearidade do
método.

A analise visual das curvas analiticas, bem como dos graficos de dispersao de residuos
estatisticos dos alcaloides representados nesta figura indicam que a linearidade das respectivas
curvas analiticas se mostraram satisfatdrias pois, para todos os analitos, o R? é superior a 0,99
e as dispersdes residuais apresentaram um padrao de distribuicdo aleatdria ao longo do eixo das
abcissas. A Figura 33 ¢ a representagdo grafica das respectivas faixas de trabalho linear para os

alcaloides de interesse. Neste tipo de grafico, a faixa de trabalho considerada linear ¢ aquela
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cujos pontos se distribuam horizontalmente ao longo de um intervalo que compreende o limite
inferior de 95% da menor razdo entre a drea do pico e a concentracdo e o limite superior de
105% da maior razdo sem extrapola-los (PASCHOAL et al., 2008). Caso ndo haja extrapolagdo

desses limites toda a faixa de concentragdo sera considerada linear (PASCHOAL et al., 2008).
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Figura 33. Faixas lineares das curvas analiticas dos alcaloides de interesse obtidos pela plotagem da razdo entre o
sinal analitico e a concentracdo versus o log da concentragdo. a) anonaina. b) glaziovina. ¢) norglaucina. ¢)
glaucina. As setas vermelhas indicam as faixas de trabalho linear das curvas.

Da analise visual desta figura conclui-se que as curvas analiticas dos alcaloides de
interesse se mostram linear em toda sua faixa de concentragdo uma vez que nao houve

extrapolagdo dos limites superior e inferior em nenhum dos respectivos graficos.

4.4.3 Limites de deteccao e quantificacio

Os limites de detec¢ao (LoD) e quantificagdo (LoQ) foram avaliados segundo os
parametros da curva analitica de cada alcaloide de interesse. Para esta metodologia a glaucina
foi o analito que apresentou os menores valores de LoD e LoQ, 0,44 e 1,33 ng L,
respectivamente, enquanto que a glaziovina apresentou os maiores (4,51 a 13,66 ng L'"). Os

resultados obtidos para todos os alcaloides de interesse podem ser observados na Tabela 17.
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Tabela 17. LoQ e LoD obtidos pela via geometria UHPLC-ESI(+)-QqQ/MS.

. LoD Lo Tempo de retengio
Alcaloide ng L1 ng 8_1 P (min) ¢
Glaziovina 4,51 13,66 6,0
norglaucina 1,29 3,92 6,0
anonaina 0,80 2,42 6,5
glaucina 0,44 1,33 5,5

Esses resultados foram comparados com os resultados de outras metodologias descritas

na literatura, e resumidas na Tabela 17, ao qual pdde-se evidenciar que os resultados obtidos

sd0 superiores em comparagao aos previamente descritos. Nesta metodologia foram obtidos

valores de LoD e LoQ na ordem de ng L', enquanto que as demais metodologias descritas

apresentam resultados cerca de duas a trés ordens de magnitude acima (ug L™!). O método ainda

mostra maior eficiéncia quando comparado a outras metodologias que também apresentam

resultados em ng L' conforme pode ser visto na Tabela 18. Nesta tabela pode-se observar uma

série sistemas instrumentais de diversas geometrias utilizados na quantificacdo de alcaloides

aporfinicos e quimicamente semelhantes.

Tabela 18. Algumas referéncias de quantificagdo (LoQ) para os alcaloides aporfinicos.

GENERO . T.RET

ALCALOIDE TIPO FAMILIA METODO (MIN) LOQ REFERENCIA
magnoflorina, . ) )
isocoridina, Aporfinico Menispermac UHPLC <10 0,26 2_{58 SINGH et al., 2016

. eae QqQuir-MS ngL
glaucina
boldina Aporfinico Monimiaceae HPLC-UV 20 3,2 1 TEIXEIRA et al.,
ug mL 2016
norboldina,
boldina,
reticulina.
. . . HPLC-ESI- 55,5-1033,2
poboldn}a, Aporfinico Lauraceae IT-TOF-MS® 30 ng mL! ZHANG et al., 2015
isocoridina,
laurotetanina,
N-metillaurotetanina.
oxoisoaporphina,
menisporfina,
6-O-
dimetilmenisporfina Oxiaporfini ~ Menispermac UHPLC- 0,067-1,521
bianfugedina, co eae MS/MS 10 ng mL"! WEIL et al, 2015
bianfugecina,
dauriporfina,
dauriporfinolina
nuciferina,
N.nornuciferina, HPLC-
O.nornuciferina, Aporfinico Nelun;l;onace DAD- 16 <0rﬁ£_1 CHEN et al., 2013
anoanina, MS/MS e
roemerina
Aporfinico,

magpoﬂo.rlna, Oxiaporfini Menispermac UHPLC- 0,010 —
menisperina, co, 22 0,526 LIU et al., 2013

. . eae DAD-MS 1
menisporphina, Dehydroapo ng mL

rfinico,
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6-0O

Isoquinolini

dimetilmenisporfina co
dauriporfina,
Dauricina
. . e UHPLC-
tetrandrina, Bisbenziliso . .
fangchinolina, quinolinico, Aristolochiac DAD <10 0,05 - 0’_}0 SIM et al., 2013
magnoflorina Aporfinico cae UHPLC- ng mb
ESI-MS/MS

. . . Menispermac .1 RAFAMANTANA

dicentrina Aporfinico cac HPLC-UV 30 10 pL mL NA et al., 2012
. . HPLC- nao BOGDANOV et al.,
Glaucina Aporfinico Papaveraceae UV/VIS 15 determinado 2012
nuciferina
DL HPLC- a

g.nomuq?er%na, Aporfinico Nelumbonace DAD- 20 0,09 - 0,2_17 ) LUO et al., 2005

-mornuciferina, ae ESI/MS ng mL
roemerina
boldina,
actinodafina,
cassitina, .
dicentrina, Aporfinico Lauraceae HPLC-UV- 80 20 png mL! STEVIGNY etal.,

. MS 2004
norneolitsina,
neolitsina,
cassitidina
b
magnoflorina Aporfinico Berberidacea HPLC-UV <10 15757 WOLDEMARIAM
ng mL-! etal., 1997

a)b) LOQ obtidos pelo produto 3xLOD pois, o autor ndo estimou o LOQ.

Para o alcaloide anonaina, CHEN et al., 2013, utilizando o mesmo sistema descrito
anteriormente, obteve um LoQ de ordem 0,47 pg mL! para umtr de 10,17 minutos. A diferenca
entre os tr ndo € significativa, porém, a diferenga de magnitude do LoQ obtido por nosso método
¢ de ordem 2,42 ng L' o que torna nosso método mais eficiente quando comparado ao método
de CHEN et al. Para o alcaloide glaucina, SINGH et al., 2016, utilizando um sistema de
geometria UHPLC-ESI-QqQuir-MS (LIT do inglés, Linear Quadrupole lon Traps) obteve um
LoQ de ordem 2,8 ng L'! para um tr de dois minutos. Embora nosso método tenha apresentado
um tr de 5,5minutos, que na pratica ndo representa uma diferenga significativa, o LoQ obtido
foi de ordem 1,33 ng L' sendo desta forma mais eficiente quando comparado ao LoQ obtido
por SINGH et al. Uma referéncia de quantificacdo baseado em sistemas LC-UV/DAD foi
encontrada na literatura para a glaucina. BOGDANOV et al., 2012, utilizando um sistema
HPLC/UV, quantificou este alcaloide sem que fosse determinado as figuras do mérito, LoD e
LoQ. Entretanto, como a magnitude de sua curva analitica ¢ de ordem pg mL™! pode-se deduzir
que, caso fossem determinados, os resultados de LoD e LoQ obtidos por seu método seriam na
mesma ordem de magnitude. Sendo assim, devido a diferenca de magnitude, a eficiéncia de
quantifica¢do deste alcaloide pelo método proposto neste trabalho ¢ superior quando comparado
ao método de BOGDANOV et al.

Semelhantemente aos alcaloides de interesse buscou-se também comparar 0s mesmos

pardmetros com métodos utilizados na quantificagdo de alcaloides quimicamente semelhantes
82



resumidos na Tabela 17. SIM et al., 2013, utilizando um sistema composto pelas geometrias
UHPLC-DAD e UHPLC-ESI-MS/MS, obteve um valor de LoQ de ordem 0,07 ug mL"! para o
alcaloide tetrandrina (de estrutura bisbenzilisoquinolinica) em um tr inferior a sete minutos.
Embora exista similaridade entre os tr, a diferenca de magnitude de nosso método ¢ de ordem
ng L para qualquer alcaloide de interesse tido como referéncia e desta forma, caso nosso
método fosse utilizado na quantificagcdo deste alcaloide, apresentaria maior eficiéncia. ZHANG
et al., 2015, utilizando um sistema de geometria HPLC-ESI-IT-TOF-MS", obteve um valor de
LoQ de ordem 314,37 ng mL"!para o alcaloide reticulina (de estrutura benzilisoquinolinica) em
um tr de 17,2 minutos. A diferenca de magnitude do LoQ de nosso método é de ordem ng L!
para qualquer alcaloide tido como referéncia e caso fosse aplicado a quantificagdo deste
alcaloide apresentaria maior eficiéncia. Considerando a magnitude dos resultados de LoQ e
LoQ obtidos por nosso método conforme descrito na Tabela 17 e as analises comparativas com
os métodos descritos na Tabela 18 pode-se concluir que a geometria utilizada em nosso sistema
instrumental permiti-nos conseguir uma satisfatéria capacidade de deteccdo e eficiéncia de

quantificagdo.

4.4.4 Precisao e exatidao

A precisao do método foi avaliada através do coeficiente de variagdo (CV) das areas
médias dos picos cromatograficos extraidos obtidos a partir das curvas analiticas construidas
com os padrdes puros dos alcaloides de interesse durante o estudo da linearidade. Desta forma
o ensaio da precisdo interdia e da linearidade do método foram simultaneamente realizados. Os
padrdes foram preparados conforme descrito na sessao 3.7 e injetados em triplicata. A partir
das respostas obtidas foi possivel determinar os CV conforme descrito na introducao deste
trabalho. Os dados de CV obtidos para cada faixa de concentracdo estdo resumidos na Tabela
19. A aceitabilidade da precisdo esta condicionada a um CV inferior a 20% (RIBANI et al.,
2004) e conforme pode-se verificar, para toda a faixa de concentracao os resultados calculados
ficaram abaixo de 20% indicando que o método desenvolvido apresenta repetitividade e

precisdo satisfatorias.
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Tabela 19. Coeficientes de variacdo das areas médias dos picos cromatograficos.

Concentracio ALCALOIDES

ng L anonaina glaziovina norglaucina glaucina
10 5,18 7,45 4,93 1,81
25 2,83 3,77 4,85 0,75
50 2,32 2,37 1,21 0,47
250 0,59 9,56 0,43 0,58
500 4,67 0,84 8,72 0,06
1000 17,42 0,38 0,15 0,07

A exatidao da metodologia foi avaliada em termos do percentual de recuperacao de
solucdes fortificadas da faixa de trabalho linear. Para esta faixa, as concentragdes controles para
a determinacdo do percentual de recuperagio foi estabelecida a nivel de baixa (50 ng L"), média
(500 ng L!) e alta (1000 ng L") concentragio. Semelhante ao ensaio de precisdo, o ensaio da
exatidao ocorreu simultaneamente ao ensaio da linearidade. Para cada nivel de concentragao
controle determinou-se os percentuais de recuperacao a partir dos dados de regressao de suas
respectivas curvas analiticas e das areas médias de seus respectivos picos cromatograficos. Na
Tabela 20 estdo expressas as concentragdes calculadas a partir das curvas analiticas e os

percentuais de recuperagdo calculados conforme descrito na introdugao deste trabalho.

Tabela 20. Concentragdes calculadas a partir das curvas de controle de baixa, média e alta
concentracgdo e os percentuais de recuperacao dos alcaloides de interesse.

Concentragio anonaina glaziovina norglaucina glaucina
controle concent. % rec concent. % rec concent. % rec  concent. % rec
ng. L curva Curva Curva curva
50 baixa 52,79 105,58 43,19 86,37 63,32 126,64 39,02 78,05
500 média 554,80 110,96 513,79 102,76 271,01 108,40 511,46 102,29
1000 alta 975,59 97,56 988,32 98,83 994,58 99,46 990,55 99,06

Para os ensaios de exatiddo espera-se que o percentual de recuperagdo calculado esteja
dentro do intervalo de 70 a 120% de recuperagdo. Em algumas situacdes, esse intervalo pode
variar de 50 a 150%, dependendo da complexidade analitica ou da amostra, desde que a precisdo
seja até¢ = 15% (RIBANI et al., 2004). Para fins deste estudo buscou-se preferencialmente obter
um percentual de recuperacdo que esteja dentro do intervalo de 80 a 120% de recuperagdo. A
Figura 34 ¢ a representacdo grafica do percentual de recuperagdo calculado a nivel de baixa
concentragdo. Para este nivel de controle os alcaloides anonaina, e glaziovina apresentaram um
percentual de recuperacdo satisfatorio uma vez que se ajustaram dentro do intervalo de
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recuperagdo previsto. O alcaloide norglaucina apresentou um percentual de recuperagdo
ligeiramente superior a 120%, enquanto que a glaucina apresentou um percentual ligeiramente

inferior a 80%, o que de modo geral ndo compromete a exatiddo do método.

140+
120—"""'"""""""""-j """"""""""
(@] T
‘S 100~
©
(O] T
=3
3 80Tr-""""""1 R B Dy ettt -
o
(0]
T 60
©
=
T 407
et
oY
20
0 T T T T T T T

1 2 3 4

Figura 34. Grafico dos percentuais de recuperagdo a nivel de baixa concentragdo (50 ng L) apara os alcaloides:
1) anonaina, 2) glaziovina, 3) norglaucina e 4) glaucina.

As Figuras 35 e 36 sdo as representagdes graficas dos percentuais de recuperagdo
calculados a nivel de média e alta concentracdo respectivamente. Para estes niveis de controle
todos os alcaloides apresentaram um satisfatorio percentual de recuperagdo uma vez que se
ajustaram dentro intervalo previsto. Considerando que os resultados de CV obtidos durante o
ensaio de precisdo em termos de repetitividade interdia foram inferiores a 20% e que os
resultados obtidos para o ensaio de exatiddo em termos de percentual de recuperagdo
mantiveram-se dentro do intervalo previsto, conforme preconizado na literatura (RIBANI et al.,
2004), conclui-se que o método apresenta satisfatoria precisdo e exatidao garantindo desta

forma confiabilidade aos resultados obtidos pelo método proposto.
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Figura 35. Grafico dos percentuais de recuperagdo a nivel de média concentragdo (500 ng L!) apara os alcaloides:
1) anonaina, 2) glaziovina, 3) norglaucina e 4) glaucina. Para este grafico a glaucina ndo apresentaram intensidade
de erro perceptivel.
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Figura 36. Grafico dos percentuais de recuperagdo a nivel de alta concentragdo (1000 ng L!) para os alcaloides:
1) anonaina, 2) glaziovina, 3) norglaucina e 4) glaucina. Para este grafico apenas a anonaina e norglaucina
apresentaram intensidade de erro perceptivel. As intensidades dos erros dos demais alcaloides foram demasiados
pequenos para serem perceptiveis.

4.5  Aplicacio e quantificacio do método

Uma vez validado o método aplicou-se a metodologia a uma amostra. Os dados
experimentais obtidos indicaram quem em algumas situacdes os resultados apresentaram certa
divergéncia em relagdo aos resultados esperados. A principio esperava-se que o melhor

resultado fosse para a quantificacdo da glaucina enquanto que os menores resultados
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esperavam-se para a anonaina e glaziovina. A anonaina, conforme esperado, apresentou a menor
eficiéncia de quantifica¢do. Em relagdo a glaucina, por exemplo, sua eficiéncia quantitativa é cerca de
72% inferior. Também conforme esperado, foi melhor extraida pela mistura de composicdo binaria
metanol/cloroféormio seguida do solvente puro metanol sendo que a mistura, em relagdo ao solvente, é
cerca de 24% superior em termos quantitativos. As demais composi¢des binarias juntamente com a
mistura ternaria metanol/cloroférmio/n-hexano sdo menos eficientes do que o solvente metanol puro,
portanto, na auséncia de cloroféormio o solvente metanol ¢ a opcdo alternativa mais adequada para a
quantificagdo da anonaina. Para a glaziovina esperava-se resultados quantitativos semelhantes a
anonaina. Esperava-se ainda a melhor resposta para mistura metanol/cloroféormio seguida do solvente
metanol puro. Entretanto, ao contrario do esperado apresentou a maior capacidade de quantificagdo entre
os alcaloides de interesse e a melhor resposta foi obtida pela mistura de composi¢do binaria
metanol/acetona seguida do metanol, como esperado. Em relagdo ao metanol, a eficiéncia quantitativa
da mistura metanol/acetona é cerca de 13% superior. As demais composigdes apresentaram-se menos
eficiente do que o metanol, portanto, conforme esperado, na auséncia de acetona o solvente metanol
puro € a opgao alternativa mais adequada para quantificagdo da glaziovina. Para a norglaucina esperava-
se resultados quantitativos inferiores aos da glaucina. Esperava-se ainda a melhor resposta para a mistura
binaria metanol/cloroférmio seguida do solvente metanol puro. De fato, estas solugdes extratoras
apresentaram as melhores respostas, entretanto, diferente do esperado, a eficiéncia quantitativa do
metanol foi cerca de 2% superior em relagdo a mistura metanol/cloroférmio. Quantitativamente, as
composigoes binarias associadas ao metanol juntamente com a mistura ternaria metanol/cloroformio/n-
hexano apresentaram-se mais eficiente do que o solvente puro acetona, entretanto, ndo faz sentido
utilizar tais composi¢des haja vista a dependéncia do metanol que sozinho apresenta a melhor eficiéncia
quantitativa. Além disso, a acetona apresenta-se mais eficiente do que as composigdes ndo associadas
ao metanol. Portanto, na auséncia de metanol e cloroformio o solvente acetona puro € a opcao alternativa
mais indicada para quantificagdo da norglaucina sendo que a quantificacdo fica em média reduzida a
70,8% em relagdo ao metanol puro e a mistura metanol/cloroformio. Para a glaucina, como ja
mencionado, esperava-se o maior resultado quantitativo, porém, este fato ndo foi observado. Esperava-
se ainda a melhor resposta para a mistura de composigao binaria metanol/cloroférmio seguida da mistura
metanol/acetona. De fato, estas misturas obtiveram as melhores respostas, entretanto, diferente do
esperado, a efici€ncia quantitativa da mistura metanol/acetona foi cerca de 15% superior em relacdo a
outra mistura. Observou-se que a mistura ternaria metanol/cloroféormio/n-hexano apresentou mais
eficiéncia quantitativa em relagdo as demais composi¢des associadas e ndo associadas ao metanol
inclusive ao metanol puro. Obviamente ndo faz sentido utilizar esta composi¢do haja vista sua
inferioridade em relagdo as composi¢des na qual o metanol esta associado ao cloroféormio e a acetona.
Portanto, na impossibilidade de associar o metanol a acetona ou ao cloroférmio, o solvente puro metanol

¢ uma opgao alternativa mais adequada para a quantificagdo da glaucina sendo que, neste caso, a
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quantificagdo fica reduzida em média cerca de 29% em elacdo as misturas em que esteja
associado a acetona e ao cloroférmio. Na Tabela 21 estao resumidos os valores quantitativos,
em ordem decrescente de quantificagdo, obtidos pela aplicacdo do método validado a uma
amostra de U. duckei. Os resultados apresentados nesta tabela sdo consequentes das curvas de

calibragdo descritas na Tabela 16.

Tabela 21. Aplicagdo do método na quantificacdo de uma amostra de U. duckei.
Alcaloide ng mL! ng ¢! de ext. seco ng g! de folha

glaziovina 1892,43 1892,43 131,10
norglaucina 585,69 585,69 40,58
glaucina 292,21 292,21 20,54
anonaina 98,03 98,03 6,79
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5 CONCLUSAO

Foi desenvolvido um planejamento experimental para otimizacdo da extragdo,
identificagdo e quantificagdo dos alcaloides aporfinicos anonaina, glaziovina, norglaucina e
glaucina, ambos das partes aéreas de U. dukei. As andlises exploratorias inicias foram
realizadas com intuito meramente confirmativo tendo em vista que ja era de prévio
conhecimento a presenga desses metabolitos de interesse. Dos 23 extratos brutos a amostra
nimero 5, cuja solugdo extratora foi a mistura bindria metanol/cloroférmio, apresentou o maior
rendimento seguido da amostra 9, cuja solucao extratora foi a mistura cloroférmio/acetona. O
menor rendimento foi obtido pelo extrato da amostra nimero 3 obtido com o solvente n-hexano
puro. Nao observou-se uma relacao direta entre rendimento e poder de extragdo. Para os cinco
alcaloides aporfinicos as maiores areas de pico cromatografico foram resultantes da amostra
numero 5 sendo que entre os alcaloides de interesse a maior area de pico foi a da glaucina.
Testou-se o ajuste do modelo linear, quadratica e ctibica especial. Em relacao ao rendimento os
ajustes testados ndo apresentaram significancia a nivel de 95%. Para a anonaina a analise de
variancia indicou falta de ajuste para todos os modelos testados. Para os demais alcaloides o
modelo ctibico especial apresentou o melhor ajuste em relagao aos demais modelos. As analises
de PCA e HCA indicam que a diferenga entre os diferentes perfis cromatograficos dos extratos
¢ mais quantitativa do que qualitativa o que viabiliza a otimizagao dos alcaloides de interesse.
O método foi validado apresentando satisfatoria seletividade, linearidade, exatiddo e
reprodutibilidade. A linearidade foi confirmada em toda a faixa de trabalho linear do método,
as superposicoes dos picos cromatograficos foram superadas pelo modo SRM do espectrometro
de massas e o tempo de retencao dos alcaloides de interesse verificou-se estar abaixo de 7
minutos. Os resultados alcangados neste trabalho foram comparados com os resultados de
outros trabalhos levando em conta a mesma geometria e geometrias diferentes. Para os mesmos
alcaloides ou alcaloides quimicamente semelhantes, verificou-se que a metodologia
desenvolvida apresentou melhor eficiéncia quantitativa tendo em vista que a magnitude de seu
LoQ est4 a nivel de ng L! enquanto que o LoQ dos métodos comparados sio de 2 a 3 niveis de
magnitude acima. Quando aplicado a uma amostra os dados experimentais obtidos mostram-se
satisfatorios. No contexto geral, o método atende aos objetivos para o qual foi desenvolvido
possibilitando a identificacao e quantificacao dos alcaloides de interesse podendo ser aplicado

ndo somente para estes alcaloides, mas também para quimicamente semelhantes.
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