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2.1
Alcaloides da classe das B-carbolinas
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Informacdes gerais

Norharmane, harmane, harmine, harmol, harmalol e harmaline (ver

estruturas na Figura 1) sdo alcaloides da classe das B-carbolinas (9H-pirido[3,4-

blindol). Esses alcal6ides possuem em sua estrutura um grupo indol e um anel

piridinico adjacentes e tém diferentes graus de aromaticidade.
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Figura 1. Estruturas quimicas das B-carbolinas.
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Para estruturas policiclicas organicas € comum, aléem da nomenclatura

oficial da IUPAC, a utilizagdo de nomenclatura trivial. Para os alcaloides

estudados neste trabalho, os nomes oficiais e as siglas adotadas para eles ao longo

desse texto se encontram na Tabela 1.
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Tabela 1: Siglas e nomenclaturas das p-carbolinas:

Substancia Sigla Nomenclatura oficial Nomenclatura
usual
Norharmane NOR 9H-pirido[3,4-b]indol B-carbolina
Harmane HAE 1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol 1-metil- B-
carbolina
Harmine HIE 7-metoxi-1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol 7-metoxi-1-
metil-B-carbolina
Harmol HOL 1-metil-9H-pirido[3,4-b]indol-7-ol /-hidroxi-1-
metil-B-carbolina
3,4-dihidro-7-
Harmalol HLOL 1-metil, 3H, 4H, 9H-pirido[3,4-b]indol-7-ol hidroxi-1-metil-
B-carbolina
3,4-dihidro-7-
Harmaline HLINE | 7-metoxi-1-metil-3H, 4H, 9H-pirido [3,4-blindol | metoxi-1-metil-
B-carbolina

Estudos mostraram que as P-carbolinas provocam diversas atividades
fisioldgicas que variam em tipo e intensidade em funcéo do alcaloide. Entre essas
se destacam as atividades hipotensiva, temorgénica e cardiovascular (Martin,
2005). Os efeitos estimulatorios sdo decorrentes da ligacdo com receptores
benzodiazepinas (Tsuchiya et al., 1999) e, além disso, elas sdo inibidoras da acao
da monoamina oxidase (Thomas-Vert et al., 1983; Tsuchiya et al., 1999). Estudos
indicaram que as [-carbolinas tém acdo antileishimanial e antimicrobiana
(Rodriguez et al., 1982). Efeitos como neuropsicoatividade e alucinacdo (Gunn,
1937) também sdo conhecidos. Quando em concentra¢cdes mais elevadas, as -
carbolinas podem ser toxicas, como exemplo, o valor de LDsy" de harmane, para
camundongos, é igual a 50 pg g™ do alcaloide, como reportado por Cordell
(1993).

Estudos relacionaram a presenca desses alcaloides, em niveis de
concentracédo especificos, com diversos estados patologicos (Tsuchiya, 2004) tais
como doenga de Parkinson, tremores e cancer. De fato, um dos estudos relacionou
a similaridade molecular do HAE com uma neurotoxina que induz a doenca de
Parkinson (Pfau e Skog, 2004). De fato, tremores caracteristicos dessa doenca

foram observados apds a administracdo dessa substancia em ratos. Estudos

! LDso é uma abreviagdo de lethal dose 50% que significa a dose média de uma dada substancia
necessaria para matar metade de uma populagdo testada em um tempo especifico. LDg, €
frequentemente usada como indicador da toxicidade aguda das substancias.
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também mostraram que individuos alcodlatras, tabagistas e viciados em algumas
drogas ilicitas apresentam niveis mais elevados de algumas das B-carbolinas.

As B-carbolinas ocorrem naturalmente em mamiferos em decorréncia
principalmente da reacdo de condensacdo de Pictet-Spengler (Tsuchiya, 2004).
Nesta reacdo, as indolaminas (triptaminas, serotonina e triptofano) reagem com
substancias carbolinicas (formaldeido, acetaldeido) resultando em B-carbolinas de
estruturas diversas, como pode ser observado na representacdo da Figura 2
(Nishigata et al., 1980; Moncrieff, 1989; Brossi, 1993; Tsuchiya et al., 1999). O
uso excessivo ou a intoxicacdo por alcool pode aumentar a presenca de
acetaldeido no sangue, aumentando a possibilidade de formacéo de triptolinas
que, por oxidacdo in vivo, podem formar a NOR e HAE que aparecem no plasma
sanguineo, urina e plaquetas de humanos (Moncrieff, 1989; Pfau e Skog, 2004).
Desta forma, essas P-carbolinas podem sdo potenciais biomarcadores em
alcoolatras, fumantes e viciados em heroina (Pfau e Skog, 2004).

Norharmane
1,2,3,4 - tetrahidro-B-carbolina

X
Formaldeido | |
: NH N
N N
H H

HaC X
Triptamina Acetaldeido | |
NH N
N N
H H
1-Metil-1,2,3,4 - tetrahidro-B-carbolina Harmane

Figura 2. Condensagdo de tripamina formando algumas [-carbolinas (adaptado de Tsuchiya,
2004).

Segundo Guan e colaboradores (2001), o HIE foi formado no organismo
de ratos ap6s a administracdo oral de uma dose de HAE (20 mg kg™ de peso
corporal). A quantidade de HIE formada correspondeu a 13% da dose
administrada apds 26 minutos. Esse aparecimento de HIE no sangue apds a sua
administracdo oral sugere que o HAE sofre uma biotransformacéo hepatica antes
de entrar na circulagdo sanguinea. Baseando-se neste e em outros estudos, uma

rota metabolica destas substancias foi sugerida, como mostrado na Figura 3.
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Figura 3. Proposta de via metabdlica para harmane e harmine (adaptado de Guan, 2001).

O HAE, uma vez absorvido pelo corpo, sofre uma primeira etapa do
metabolismo pelo citocromo P450 no figado, produzindo o metabdlito 7-hidroxi-
harmane (HOL), o qual é metilado para gerar o HIE. Uma porcéao deste HIE entra
na circulacdo sanguinea, enquanto que outra porcdo é hidroxilada pela enzima
P450 ou eliminada na bilis. Uma vez que a metilacdo do 7-hidroxi-harmane
aumenta a lipofilicidade do alcaloide, o HIE pode ser mais favoravelmente
distribuido pelos tecidos do corpo (Guan et al., 2001). Em estudos recentes foram
identificados 21 metabdlitos provenientes da ingestdo de harmane na bilis, urina,
fezes e plasma de ratos e in vitro (Li et al., 2014). A obtencdo desse resultado foi
possivel pelo uso da cromatografia liquida de alta resolucdo (RRLC ou UPLC)
com deteccédo por espectrometria de massa (MS) em um espectrometro combinado
quadrupolo-tempo de v6o (QTOF). As vias metabdlicas do HAE incluem mono-
hidroxilagdo e dihidroxilagdo, além de outras rotas como a N-oxidacdo, O-
conjugacdo glucoronideo e que levam a formacdo de diversos derivados como
constatado no estudo citado. Um dos metabdlitos detectados foi o HOL e,
contraditoriamente, o HIE ndo foi identificado (Li, 2014), divergindo dos
resultados obtidos por Guan et al. (2001). Segundo Li e colaboradores essa
discrepancia pode ter sido causado por falhas na separacdo e/ou identificacdo do
HIE. Estudos revelaram, ainda, que HIE e HLINE podem sofrer O-desmetilacgéo,
in vivo e in vitro, produzindo HOL, HLOL e seus metabdlitos, respectivamente
(Riba et al., 2012; Zhang et al., 2013).

No corpo humano, qualquer alcaloide B-carbolina encontrado em um

tecido do cérebro é produto de uma reacdo endogena (Moncrieff, 1989), ao passo
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que a presenca dessas substancias em outras partes do organismo é proveniente de
fontes exdgenas, como alimentos ou exposi¢do ao ambiente contaminado com
essas substancias como fumaca de combustdo de material rico em proteinas. A
quantidade de B-carbolinas em alimentos depende da temperatura e do tempo de
exposicdo do mesmo ao calor (Adachi et al., 1991; Gross e Griiter, 1992). Como
exemplo de alimentos que contém esses alcaloides pode se citar os chés
(Nishigata et al., 1980), vinhos, cervejas, uisque, saqué (Zheng et al., 2000). As
carnes bovinas e peixes, que sdo alimentos ricos de triptofano, podem ter B-
carbolinas na ordem de ng g* (Casal et al., 2004). As principais fontes de
exposicdo ambiental as B-carbolinas sdo os residuos decorrentes de queimadas
acumulados nas aguas de rios, na chuva e no préprio ar atmosférico (Kataoka,
1997), nas fumacas de cigarro e nos vapores provenientes do cozimento de
alimentos (Nishigata et al., 1980).

Apesar da relevancia das fontes citadas, as principais sdo os fitoterapicos
dos extratos de raizes, folhas ou sementes de plantas de comprovada atividade
medicinal. Neles foi possivel encontrar o NOR e o HAE em concentracfes de até
131 ng (NOR) e 99,5 ng (HAE) por grama de extrato seco de fitoterapico
(Tsuchiya et al., 1999). Como exemplos de extratos de plantas ricos em alcaloides
da classe das B-carbolinas podem ser citados a Ayahuasca (Yrita et al., 2002), a
Peganun harmala (Kartal et al., 2003), a Banisteria caapi, a Passiflora incarnata
(Rehwald et al., 1995; Tsuchiya et al., 1999; Grice et al., 2001), a Tribulus
terrestres, a Ginseng e o gengibre (Tsuchiya et al., 1999). De fato, Tsuchiya et al.
(1999) relacionaram a presenga de f3-carbolinas com os efeitos medicinais desses
fitoterapicos, devido a sua neuroatividade e acdo antimicrobiana.

A Passiflora, o género de plantas cujo extrato fitoterapico foi escolhido
para o presente estudo, vem sendo utilizada com fins medicinais desde tempos
remotos por causa de seus efeitos no combate a irritabilidade e insdnia. Em
especial, as folhas do maracuja (Passiflora da familia Passifloraceae) é base de
varios fitoterapicos que sdo hoje em dia autorizados para serem comercializados
em fungédo dos comprovados efeitos fisiologicos. Das 400 espécies de Passiflora,
30 sdo conhecidas por terem frutos comestiveis. Nos Estados Unidos, de onde é
nativa, a Passiflora incarnata L. (conhecida como wild passion flower ou como
maracuja vermelho) é muito cultivada. Por causa de suas propriedades sedativas e

a presenca de flavonoides (0,25%), de pequenas quantidade de glicosideos
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cianogénicos, tracos de alcaloides B-carbolinas (0,1%), maltol e etilmaltol
(0,05%), e &cidos clorogénicos, a planta tem sido recomendada, desde o inicio do
século 20, para o tratamento da ins6nia e de sintomas da menopausa (Pereira e
Vilegas, 2000). A Passiflora incarnata L. estd descrita em varias Farmacopéias
por causa de suas propriedades terapéuticas (Carlini, 2003).

No Brasil, as espécies mais conhecidas sdo a Passiflora edulis Sims
(maracuja roxo) e seu derivado mais préximo, a P. edulis f. flavicarpa Degener
(maracuja amarelo) que é o mais cultivado em escala comercial. Em menor escala,
as espécies P. quadrangularis L., P. caerulea L. e P. laurifolia L. sdo também
comercializadas no pais. A Passiflora alata Dryander, também conhecida como
maracuja doce, foi eleita pela Farmacopéia Brasileira como a mais indicada para
fins medicinais, apesar de ser pouco difundida (Pereira e Vilegas, 2000).

Conhecer a concentracdo de 3-carbolinas nos fitoterapicos de Passiflora é
relevante, pois a0 mesmo tempo em que pequenas doses esses alcaloides atuam
como estimulantes cerebrais, doses mais elevadas produzem efeitos alucindgenos
e toxicos (Léon et al., 2007). A farmacopeia Suica exigia um teor minimo de
0,01% de HAE em preparacOes de Passiflora incarnata para que seus extratos
pudessem ser utilizados em tratamentos terapéuticos. No entanto, estudos
mostraram, em testes com animais, que 0 HAE e a NOR potencializam a
formagdo de tumores. Tal fato levou o Instituto de Salde de Berlim e as
Farmacopéias Suica e a Francesa a limitarem a presenca de HAE, NOR, HIE e
HLINE nos fitoterapicos em valores abaixo de 0,01% (Instituto de Saude de
Berlim) ou 0,8 pg g (nas Farmacopéias citadas) para serem liberadas para
consumo (Grice et al., 2001). Desta forma, a dosagem das B-carbolinas nos

extratos vegetais e seus produtos se tornaram importante.

2.1.2
Descricdo dos principais meétodos cromatogréaficos para

determinacgao de B-carbolinas

Muitos métodos baseados na cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) tém sido reportados na literatura, mas somente alguns foram
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desenvolvidos para a determinagdo de mais de quatro B-carbolinas na mesma
corrida cromatografica. Adicionalmente, a grande maioria desses métodos utiliza
fase movel rica em acetonitrila (ACN) e/ou metanol, coluna com fase estacionaria
C18 e deteccdo Optica (fluorescéncia ou absor¢cdo molecular).

Tsuchiya et al. (1999) propuseram um método para determinacdo de
quatro B-carbolinas (HOL, HAE, NOR e HIE) em Passiflora incarnata e Tribulus
terrestris. Os extratos de plantas foram tratados com fluorescamina (agente de
derivacdo) e submetidos a mais trés extracdes para permitir a limpeza de amostras
antes da analise cromatografica utilizando eluicdo isocrética (tempo de corrida
menor de 18 minutos) com a fase mdvel aquosa contendo 18% v/v de ACN.
Valores de limite de deteccdo (LOD) na faixa de sub-ng mL™ permitiram a
quantificacdo de, pelo menos, dois dos alcaloides nas amostras reais. Katral et al.
(2003) desenvolveram um método para determinar HIE, HOL, HLINE e HLOL
em sementes de Pergamum harmala L. A fase mével utilizada foi um tampéo (pH
8,6) contendo 40% (v/v) de solventes organicos (propan-2-ol e ACN). Os analitos
foram extraidos das sementes com éter de petroleo, secos e redissolvido em
metanol antes da introdugdo no sistema cromatografico (tempo total de corrida
menor que 12 minutos), seguido por deteccdo absorciométrica no UV (LOD de 3
a 10 pg mL™). Abourashed et al. (2003) propuseram um método por HPLC para
se obter uma impressdo digital de véarias amostras de Passiflora incarnata,
baseada na detec¢do de cinco B-carbolinas. As amostras foram submetidas a um
procedimento de extracdo complexo que incluia extracdo por fase solida (SPE) em
fase catidnica de tal forma a concentrar os analitos. O modo de eluicdo por
gradiente, utilizando fase movel tamponada (tampdo acetato pH 4) contendo
metanol (variando o metanol entre 25 e 55%) permitiu a separacgéo dos alcaloides
(HOL, HLOL, HAE, HIE e HLINE) em 20 minutos. Com o0 uso de detecgéo
absorciométrica (LOD até 0,01 pg g™) foram identificados, pelo menos, um dos
cinco alcaloides em aproximadamente 100 amostras de plantas. Especificamente,
para a P. incarnata L., os autores identificaram e quantificaram HOL (0,05 mg kg
1, HLOL (0,09 mg kg™), HAE (0,11 mg kg™), HIE (0,23 mg kg™) e HLINE
(0,2 mg kg™). Rehwald et al. (1995) desenvolveram um método de cromatografia
(com deteccdo por fluorescéncia) que permite a separagdo (em 18 minutos) de
cinco alcaloides B-carbolina (HOL, HLOL, HAE, HIE E HLINE), utilizando

gradiente de eluicdo com uma fase mdvel aquosa tamponada com fosfato (pH 8)
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contendo de 34 a 50% de uma mistura de acetonitrila/metanol 50/50 v/v. Os
extratos de Passiflora incarnata foram submetidos a um procedimento de
separacao em fase sélida (SPE) catidonica de modo a limpar a amostra e concentrar
os analitos. Dezessete amostras foram examinadas, mas em apenas uma, um
alcaloide B-carbolina (neste caso HAE) foi encontrado acima do limite de
deteccdo (LOD) de 0,1 mg mL™. Cepas et al. (1996) utilizaram um sistema de
deteccdo integrado de derivatizacdo e quimioluminescéncia (CL) acoplado a um
cromatografo liquido para a determinacdo de seis B-carbolinas (HOL, HLOL,
HAE, NOR, HIE E HLINE). Foram acopladas duas colunas C18, em linha para
auxiliar na separacdo dos alcaloides, e a elui¢do foi realizada por gradiente (com
metanol variando de 55 a 100%) obtendo-se um tempo total da corrida
cromatografica de 30 minutos. A CL foi produzida por uma reacéo p6s-coluna das
B-carbolinas com bis(2,4-dinitrofenil)oxalato (DNPO) na presenca de peréoxido de
hidrogénio. O uso da CL dos alcaloides, ao invés da fluorescéncia nativa destes,
permitiu o alcance de limites de deteccéo na faixa de ng mL™ que possibilitaram a
determinacédo de seis alcaloides (HOL, HLOL, HAE, NOR, HIE e HLINE), em
espécies de borboletas (as amostras foram previamente extraidas com metanol e
submetidas a SPE).

A primeira tentativa para a utilizacdo de sistemas organizados para
determinar B-carbolinas por cromatografia foi feita por Cheng e Mitchelson
(1997), mais tarde melhorada por Marques et al. (2008). O método desenvolvido
permitiu a separacao de seis dos alcaloides utilizando cromatografia eletrocinética
capilar (MEKC). O eletrdlito de corrida consistiu de uma mistura contendo
tampdo borato (pH 9,0), dodecilsulfato de sodio (SDS) e 15% de ACN. De modo
a vencer as limitacbes impostas pela espessura do capilar na deteccdo
absorciométrica, os alcaloides foram detectados por fluorescéncia induzida a laser
(488/520 nm). Nao foram analisadas amostras reais e ndo se reportou valores de
LOD (Cheng e Mitchelson,1997).

Assim, como foram identificados e determinados os alcaloides pB-
carbolinas em espécies de plantas do género Passiflora em um namero
consideravel de trabalhos cientificos, escolheu-se aplicar a metodologia proposta
por MLC em amostras destas plantas.

Na Tabela 2 sdo apresentadas uma descri¢do dos pardmetros cromatogréficos, os
alcaloides determinados, a faixa de trabalho, o consumo de solvente organico, os
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limites absolutos de deteccdo (ALOD) e de quantificacdo (ALOQ), além dos
resultados de recuperacdo e o tipo de amostra analisada em 15 métodos
desenvolvidos, entre os anos de 1989 e 2011, que envolveram a separagdo e a

quantificacdo das -carbolinas por HPLC e MEKC.
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- - Consumo de x
Referéncia Método carbolinas Faixa de solvente ALC%D/ uc (%) Recuperagdo Amostras
- trabalho Ao a ALOQ" (ng) (%)
analisadas organico® (mL)
Moncrieff, Coluna C18, FM: ACN:MeOH:tampéo fosfato pH 7,2, HAE: HAE 0.2 - 200¢ 6.24 0.01/Nd 99 Temdoﬂ(tjjei:dcoerebro,
1989 39:13:48 v/vl/v, HIE: 30:30:40 v/v/v, HLINE: 40:30:30 v/v/v, HIE - c ) ! .
P for . 0,004 - 0,02 72 0,05/Nd Nd 93 cerebroespinhal e
Eluicdo isocratica, FLD, Analisados separadamente, FLD, em HLINE (ng) 84 0.02/Nd 92 lasma sanqiiineo de
nm: HAE: 238/435; HIE: 244/425 e HLINE: 374/485. 9 * * P
Coluna C18, FM: MeOH: tampdo fosfato - pH 3; (32:68 v/v);
: Eluigdo isocratica. FLD: Aexeem 300/433nm. 1-10 . .
é?aclrgéft LC-MS: FM: MeOH: tampé&o formato de amdnio/acido férmico HSE 5-50 5,76 8885// NN((jj Nd 190(;) Allmeei?ctg(sjl?cgzbldas
v pH 3,4 (23:77 vIv), Eluigdo isocratica. NOR: m/z = 169 e HAE: (ng mL™) '
m/z =183.
Gross e TSK gel ODS80, FM: 10 mmol L TEA:4cido fosférico pH 3,2: e X e
Griiter, TEA:écido fosférico pH3,6: ACN, Eluicéo por gradiente, HSE Nd 8,1 ! n?\l% / Nd > 60 Salma%g;}gae came
1992 Deteccéo absorciométrica e fluorescéncia: 300/440 nm.
Coluna LiChroCART Aluspher RP select B (modificada com HOL
o6xido de aluninio), FM: tampé&o fosfato — pH 8: MeOH/ACN. B Apenas para
Rehwald et Eluicdo por gradiente. Detecgdo por UV: 255, 240 e 370 nm e HLOL 0,104 130 HAE Apenas para 1 plan_tas de
. P . HAE 65— 145 6,1 Nd HAE Passiflora incarnata
al., 1995 rampa de comprimento de onda fluorescéncia, em nm: HIE 63.7 - 719 1,5 (UV)/ Nd 98 e Passiflora coerulea
HOL: 245/449, HAE 230/43, HIE 245/414, HLOL 230/525, HLINE ' Lt 0,5(FLD)/Nd
HLINE 229/480. (ug mL7)
2 colunas C18 acopladas, FM: gradiente de eluigdo inicialmente HOL 1207_5192467 235;// ll\\:g
55:45 v/v de MeOH:TEA 0,01% para 100% de MeOH apés 20 HLOL 14.6 - 546.6 2’0 /Nd
Cepas etal., minutos de corrida, derivatizagdo quimiluminescente pos- HAE 15’1 60515 147 2’3 /Nd Nd Nd Borboletas da espécie
1996 coluna com bis(2,4-dinitrofenil)oxalato e perdxido de NOR 14’9 - 53016 ' 2’4/ Nd Heliconiini
hidrogénio e sistema de detec¢éo externo ao cromatografo. HIE 0 5’4 - 771’3 0 ’06 /' Nd
Deteccéo por espectrofluorimetro Aexgem 370/425 nm. HLINE ' (ng) ' '
Cheng e MEKC — BGE: SDS 50 mmol L, 4cido bérico (20 mmol L), HHLOOLL
Mitchelgson 15% p/v de ACN e 0,75 mol L de uréia e ajuste de pH 9,0. HAE
1997 ' Temperatura de 25 °C, voltagem 25 kV e tempo de injecdo de NOR Nd Nd Nd Nd Nd Nd
75 s. Detecgéo por DAD em 254 nm. HOL também foi HIE
detectado por fluorescéncia induzida por laser em 488/520 nm. HLINE
04-40 Raizes de Plantas
i - HOL P 80,3299 medicinais:

. Coluna C8, FM: ACN: 4cido trifluoracético: H,O (18:0,2:81,8 0,2-2,0 i . .
Tsuchiya et VIvIv), rampa de Aexcrem, €M nmM: HOL: 325/417, NOR e HIE: HAE 0,2-2,0 3,24 Nd / Nd Nd 7332993 Pas_S|fI0ra Incarnata,
al., 1999 300/447 e HAE:300/430 NOR 04-40 72 a104,7 Tribulus terrestres,

€ ) ' HIE ’ iy 66 a 102,3 gengibre, ginseng,
(ng mL™) d
entre outros.
Coluna C18, FM: MeOH: tampao fosfato de potassio: acido 10-100 0,01/ Nd
ilheggoeg fosforico pH 6,5 (70:30 viv), FLD: 300/435 nm. Eluicio e (ng mL) 77 0,004/ Nd Nd 2?1 Sangue :‘a‘i’;‘sano ede

isocratica.
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7
Grice et al., Coluna C18, FM: H,0:MeOH: 5% HOAc, Eluicéo por HOL 200 — 60000 2X1O_4/ Nd 8 Planta medicinal:
2001 gradiente, FLD: 254/414nm e UV: 254 nm HAE (ng mL™) 25,25 4x10 5/ Nd Nd 92 Passiflora incarnata
' ' ’ ' HIE 8x107/ Nd 81
Coluna C18, FM para HIE e HLINE: solvente A (63:37 v/v)
tampdo acetato de aménio pH 8,0:ACN/MeOH (20:30 v/v) e HOL 03-50
Yritia et al solvent_e B mistura de ACN:MeOH (20:30 v/v), Eluicéo por HLOL 0’3 _50 0,006/ 0,02 89,8 Plasma_hymano apds
2002 N gradiente. FLD: HIE: 260/370 nm, HLINE:340/495 nm HIE 0’5 _50 15.14° 0,006/ 0,02 Nd 91,9 a administragéo de
FM para HOL e HLOL: solvente A (73:27 v/v) tampéo HLINE 0’3 o5 ' 0,006/ 0,03 102,1 cha de Ayahuasca
acetato de aménio pH 6,3:ACN/MeOH (20:30 v/v) e ’ Lt 0,006/ 0,02 91,5 (planta psicotrdpica)
solvente B: mistura de ACN:MeOH (20:30 v/v), Eluicéo (ng mL")
isocratica. FLD: HOL/HLOL:340/495 nm
) ) ) HOL 9,37 — 250 31,3/93,8 95,1
Kartal et al Coluna C18, FM: alcool isopropilico: ACN: H20: acido HLOL 30,75 246 102,5/ 307,5 99,7 Sementes de
2003 " férmico (100:100:300:0,3 v/v/v/v) pH 8,6 ajustado com HIE 31,25 - 500 9,6 46,9/ 156,3 Nd 98,8 Peganum harmala L
TEA, Eluigéo isocratica. UV: 330 nm 31- 248 103,30/ 310 99,7 '
HLINE 3 1
(10° ng mL™)
HOL
HPLC Fingerprinting, Coluna C18, FM: acetado de HLOL f -
Ab;)lu rz;soh(;e?:j et sodio:acido acético pH4:metanol, Eluigdo por gradiente, de HAE (2n05n?gq()) 8,4 0.2/1 Nd 95 Egirgsgea?seiilg?a
b 25 para 55% para o solvente B por 20 minutos. UV: 340 nm HIE 9 g
HLINE
Cabelo de pessoas
Coluna C8, FM: &cido trifluoracético: ACN: H,O HAE fumantes, alcoélicos
Tsuchiya, (0,2:20:79,8 v/vlv), 50°C, FLD: 300/430 nm. NOR 0,1-10 42 Nd/ Nd Nd 70,7 e ndo-fumantes (que
2004 HPLC/MS/MS, FM: &cido formico:MeOH:H,0 (0,1:22:78 (ng mL™) ! 72,2 ndo consomem
v/viv). Para NOR: m/z = 169-115 e HAE: m/z =183-115. bebidas alcodlicas) e
autistas,
LC/MS,Coluna C18, FM: Solvente A: tampao fosfato de
. amonio:acido fosforico pH 3:solvente B: 20% A em ACN, HAE 0,03/ Nd Diversos alimentos e
Herraiz, 2004 £yicio por gradiente, FLD: 300/433 nm. NOR: m/z=169,1  NOR 3011 (ng g Nd > 9% fumaca de cigarro.
e HAE: m/z =183,1i
LC/MS, Coluna C8, ACN: 30 mmol L™ de tamp&o formato HAE Bacon e carnes
Baczlgggal., de amonio pH 3,7. Eluicdo por gradiente. NOR: m/z =169 e HAE (r?g*nfﬁg) 9,24 000838816 Nd 2255’061 cozidas e grelhadas
HAE: m/z =183. NOR ' ' ' de frango e porco.
Coluna C1, Proposta de duas metodologias. 12 - MeOH: HAE 9,11-911 0,014/0,046° 98.2/99 8"
Gonzalez-Ruiz tampéo fosfato - pH 7.8; (40:60 v/v) / HP B-CD 15 mM NOR 8,41-84,1 432405 0,012/0,04° Nd 97’0/ 10(’) 9 Plasma humano
etal., 2011 22 - EtOH: tampéo fosfato — pH 7,8, (25:75 v/v) + HPB-CD HIE 10,6 - 106,1 ' ' 0,015/0,05%9 97’9 / 101’2
15 mM Eluigéo isocratica. FLD: 290/430nm. (ng mL™?) ' '

FLD: detector fluorescéncia; MeOH: &lcool metilico; EtOH: alcool etilico; ACN: acetonitrila; Nd — ndo determinado; u — incerteza combinada
a — Na contagem do volume de solvente orgénico gasto, ndo foi levado em consideragéo o volume de solvente utilizado no tempo de reequilibrio da coluna; b — Limite de Deteccdo (ALOD) e Limite de
Quantificagdo (ALOQ) absolutos em massa; ¢ — Para cada amostra tem uma faixa de concentragao dos alcaloides diferentes. A primeira faixa foi preparada para tecido do cérebro e a segunda foi feita
para o plasma e fluido cérebro espinhal de ratos; d — Volume total relativo ao gasto de solvente organico nos dois métodos; e — Valores estimados ap6s a pré-concentragao.
f— Volume de injecéo considerado igual a 20 pL.

g — Valores estimados de ALOD e ALOQ para a 12 proposta de metodologia.

h — Valores de volume de solvente gasto e recuperagdo para as duas propostas de metodologia.

i — Estimativa das incertezas em trés niveis de concentracéo situados no inicio / meio / fim da curva analitica.
j — Valores médios para recuperacéo das duas concentragdes avaliadas.
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2.1.3

Propriedades acido-base e fotofisicas das p-carbolinas

Os valores das constantes de ionizacdo de acidos ou bases fracas séo
parametros importantes para indicar a extensdo de ionizacdo de moléculas em
solucdo aquosa. As caracteristicas acido-base das moléculas organicas afetam suas
propriedades fisico-quimicas assim como suas agoes bioldgicas, logo é importante
conhecer o comportamento dessas substancias quando se deseja estuda-las em
sistemas aquosos. Diferentes abordagens sdo descritas na literatura para a
determinacédo dos valores de pK, do estado fundamental (Sy) de acidos fracos ou
de bases fracas, como, por exemplo, a titulagdo potenciométrica, a determinagédo
espectrofotométrica e as medi¢Bes condutimétricas (Niazi et al., 2008).

Quando uma substancia orgéanica absorve energia de fotons (na regido do
UV-vis), ela é elevada a um estado de energia excitado (S;) onde ocorre a
redistribuicdo dos elétrons nos &tomos constituintes desta molécula. Tal
redistribuicdo promove mudancas nas suas propriedades fisico-quimicas, em
especial decorrente da variagdo de momento de dipolo. Nas substancias
aromaticas, por exemplo, a constante de ionizacdo em meio aquoso € modificada
significantemente em funcéo da redistribuicdo dos elétrons na estrutura.

As propriedades fotofisicas das B-carbolinas sdo determinadas pela presenca de
dois 4tomos de nitrogénio em anéis diferentes em sua estrutura, 0s anéis piridinico
e pirrélico. O atomo de nitrogénio piridinico possui maior carater basico que o
nitrogénio do pirrol, sendo que as capacidades de receber ou doar protons desses
nitrogénios sdo afetadas pelos substituintes presentes na estrutura. Assim, as -
carbolinas, em solucdo aquosa, podem se comportar como doadoras ou receptoras
de préton dependendo do pH do meio. Como consequéncia, elas podem
apresentar-se, nas formas neutra, catidnica, anionica ou ainda como zwitterion
(apresentando simultaneamente cargas positiva e negativa em diferentes partes da
estrutura) (Balon et al., 1987; Carmona et al., 2000). A formagéo de &nion de -
carbolina ocorre em meio extremamente basicos, com valores de 15 a 17 na escala
de pH, dependendo da carbolinas (Béalon et al., 1987). Na Figura 4, para as seis -
carbolinas, sdo representados os processos de protonacéo do nitrogénio da piridina

em meio acido (formacdo da espécie catidnica a partir da espécie neutra) e de
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desprotonacdo do nitrogénio do pirrol, em meio basico (formacdo da espécie

anionica).

Cation (HBH") Neutro (H3)
eutro
K
[ = o
N /N\H — . \ /N
A H
ez LPK‘\'A
/ \ o K,
_ Ll 7N s
N ZH . \ N
Zwitterion (BH") N

Anion (B)

Figura 4. Esquema do equilibrio acido-base para p-carbolinas. As siglas pKcn, pPKna, PKza € pKez
sd0 as constantes acidas para a interconversao entre as espécies catidnicas (C), neutra (N), anidnica
(A) e zwitterion (Z) (adaptado de Thomas-Vert, 1983).

O valor do pK, depende do tipo da B-carbolina, de seus substituintes e do
sistema de solventes em que se encontra dissolvida (Martin et al., 2005). De uma
forma geral, os derivados dihidro B-carbolina (HLINE e HLOL), os quais
possuem uma ligacdo saturada entre os carbonos 3 e 4 (Figura 1), apresentam
valores de pK, maiores que as B-carbolinas 9H-pirido[3,4-b]indol (NOR, HAE,
HOL e HIE), que possuem maior grau de aromaticidade (Balon et al., 1993 a;
Tapia et al., 2003). O HIE, em comparacdo com a HAE e NOR, apresenta maior
basicidade devido ao grupo metoxila ser um melhor doador de densidade
eletronica. O mesmo ocorre com o0 HOL, que possui uma hidroxila na posi¢édo C7
e um grupo metila na posicdo C1 (ambos doadores de densidade eletronica), seja
por efeito indutivo ou ressonante. Os valores das constantes do equilibrio entre a
forma catidnica e a neutra (pKcy) dos alcaloides B-carbolinas encontrados na

literatura cientifica estdo descritos na Tabela 3.
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Tabela 3: Valores da literatura para pK, do equilibrio cation-neutro (pKcy) do estado fundamental.

Referéncia pK, CN HOL HLOL HAE NOR HIE HLINE
Sakurovs, 1982 - - - 7.9 - -
Thomas-Vert et al.,
1983 pKa (SO) - - 7,7 7,2 8,0 -
Bal6n etal., 1993 b 9,51 11,30 7,34 6,85 7,73 9,54

Outro ponto relevante é o fato destes alcaloides apresentarem propriedades
fluorescentes bastantes particulares (Martin, 2005). Quando excitados, o0 atomo de
nitrogénio do anel piridinico se torna mais basico — aumento de 5 a 7 unidades no
valor do pK, — e o nitrogénio do pirrol assume uma maior acidez. Essa mudanca
da densidade de carga no nitrogénio justifica a diferenca significativa do
comportamento acido-base das espécies no estado fundamental em relacdo ao
estado excitado e que sdo refletidas espectralmente (Sakurovs e Ghiggino, 1982;
Dias et al., 1992; Carmona et al., 2000; Tapia et al., 2003).

Dias et al. (1992) avaliaram as propriedades fotofisicas do estado excitado
singleto das B-carbolinas NOR, HAE, HIE e HLINE tanto em solvente de menor
carater polar quanto em solvente prético. Quando os alcaloides sdo excitados a
partir de solucBes com solventes pouco polares, detectou-se somente a espécie
neutra N*. Porém, em solvente protico, foi observado um comportamento
tautomérico, com a forma neutra N no estado fundamental e, ap0s excitacao, as
formas zwitterion Z* e as formas catibnicas C*. Esse comportamento é
consequéncia da diferenca de densidade de carga no estado fundamental em
relacdo ao estado excitado dos aneis pirrol e piridina. Em meio alcalino, apés a
absorcdo de foton, é possivel uma rapida transferéncia de protons entre a espécie
neutra excitada, N*, e o solvente prético, levando & formagéo das espécies Z* e
C*, que ap6s a emissdo retornam aos estados fundamentais Z e C. A auséncia de
uma base forte, como um hidrdxido, torna irreversivel a interconversdo do N*
para Z* e de N* para C* (Sakurovs e Ghiggino, 1982; Thomas-Vert et al., 1983;
Varela et al, 1995). Na Figura 5, esse comportamento €é mostrado
esguematicamente.

O espectro eletronico obtido em meio aquoso com pH fortemente acido

corresponde ao da B-carbolina protonada (espécie catiénica). Um deslocamento
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hipsocrobmico observado em meio aquoso, com pH alcalino, sugere a
transformacdo da espécie catidnica na forma neutra (Thomas-Vert, 1983). Em
meio extremamente basico, em concentracOes elevadas de hidroxido (acima de 6
mol L), as espécies anidnicas sdo produzidas através da forma neutra devido &
despronotacdo do nitrogénio pirrdlico, que pode ser identificado por uma nova
banda de emissdo na regido do vermelho do espectro do visivel (Thomas-Vert et
al., 1983; Baldn et al., 1987; Balon et al., 1993 b).

N AN — | \' N | \' NH
H

CHs H CH, CHs
C* N* 7=

Figura 5. Representacdo esquematica do equilibrio do HAE entre as formas neutras, catidnicas e
zwitteribnicas no estado fundamental (N, C, Z) e excitado (N*, C*, Z*) (adaptado de Dias, 1992).

Os valores de pK, (S1) para o equilibrio entre a forma neutra e a espécie
anionica sdo em torno de 8 a 12 dependendo do grau de aromaticidade do anel -
carbolinico. O HLINE e o HOL possuem valores de pK, (S;) maiores, pois estas
substancias se comportam como acidos mais fortes quando excitadas em relacao
ao que ocorre no estado fundamental (ApK,, que € 0 pKy* - pK,, em torno de 6)
(Balon et al., 1987).

214

Uso de surfactantes na determinagao das f-carbolinas

O estudo das propriedades luminescentes das P-carbolinas em meio
micelar despertou interesse da comunidade cientifica j& que, em presenca de

surfactante, o processo de transferéncia do proton é alterado. Porém, essa


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1012263/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 1012263/CA

52

transferéncia depende da natureza do surfactante e do pH do meio. Por exemplo, a
desprotonacao do nitrogénio do anel pirrol, por adigdo de NaOH, foi facilitada na
presenca do surfactante brometo de cetil trimetil aménio (CTAB) (Martin et al.,
2005).

Um bom exemplo para a identificacdo da interagdo do surfactante com as
B-carbolinas é o deslocamento da banda de emissdo da fluorescéncia dos
alcaloides, que depende da predominéncia no meio das espécies neutra, cationica,
aniodnica ou zwitterionica.

Em solucdo aquosa com pH muito acido (pH 1) foi observado somente a
fluorescéncia correspondente as espécies catidnicas, independentemente da
natureza do surfactante. Por outro lado, em pH natural da solucdo (agua
purificada, em torno de 5,5), o meio micelar do surfactante anidnico
dodecilsulfato de sodio (SDS) favoreceu a estabilizacdo das formas catiénicas do
HIE. Esse comportamento é decorrente da estabilizacdo das espécies catidnicas
pelas cargas negativas da superficie das micelas e pela rapida transferéncia de
prétons do meio aquoso para o alcaloide neutro no estado excitado.
Adicionalmente, por repulsdo eletrostatica, 0 meio micelar de SDS protege o
fluoréforo da supressdo dinamica de fluorescéncia (quenching dindmico) que seria
causada por agentes supressores também anidnicos, aumentando assim a
intensidade da fluorescéncia dos alcaloides (Martin et al., 2005).

Em meio de menor polaridade que a solucdo aquosa, a transferéncia de
prétons ndo é favorecida, sendo assim é observada a fluorescéncia da espécie
neutra dos alcaloides. Possivelmente, essas espécies estdo localizadas no nucleo
da micela. Em pH 13, em presenca de SDS, foram observadas as bandas de
emissdo de fluorescéncia das espécies neutra e zwitteribnica para os alcaloides
HAE e HIE. A intensidade da banda de emissdo correspondente da forma
zwitteridnica foi bem maior que a correspondente a espécie neutra, mostrando um
favorecimento da estabilizacdo da espécie carregada pela carga negativa da
superficie da micela.

Neste mesmo pH, em meio de CTAB (surfactante catiénico), a forma
anionica das B-carbolinas foi detectada. A predominancia dessa espécie neste
meio pode ser explicada pelo favorecimento da desprotonacdo do nitrogénio do
anel pirrolico, pela hidroxila do meio alcalino na superficie da micela catidnica. O

mesmo ndo ocorreu em meios micelares anidnicos, como o SDS. Na Figura 6
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estdo ilustradas as diferentes espécies presentes no equilibrio de transferéncia de

prétons do HIE, em meio micelar.

Solugéo Aquosa
L /N = 0 7N S Solugdo Aquosa
pH1,0-55 HoC — | b e’ . | .
. Ny _ 3 B N~y pH10-13
A, =416 nm H N
CH5 CHa A, =476 nm
Solver;te Or.génico: EtanolO 7 2 = 5 /7 Y e Solugio Alcalina: KOH 14 mol L'
Solugdes Micelares H3C/ — 1‘ P N ; C/ _ l'. Solugao Micelar (CTAB, pH =13)
3 N
A= 358 nm N N A = 420,460 nm
CHz CH4

Figura 6. Esquema de diferentes espécies presentes no equilibrio de transferéncia de prétons de p-
carbolinas HIE (adaptado de Martin et al., 2005).

Em funcdo do que foi apresentado, fica claro que a formacéo de micelas
ou de outras estruturas organizadas pode aumentar a intensidade da
fotoluminescéncia de varias espécies, poréem, no caso dos alcaloides -carbolinas,
o surfactante deve ser escolhido de acordo com o pH do meio e a natureza da
espécie predominante envolvida nesse equilibrio. No caso do SDS, o maior
aumento de fluorescéncia ocorre quando os alcaloides estdo na forma cationica
(Martin et al., 2005).

2.15
Determinacao do valor de pKy(Sp) de substancias e do pK, aparente

de substancias em sistema micelares

A determinacdo do valor do pK, requer que a substancia seja submetida a
variagcOes de pH, acompanhada da medida de uma propriedade fisico-quimica que
varie com o estado de ionizagdo da molécula. Entre os varios métodos para a
determinacéo do pK,, se destacam a eletroforese capilar, a cromatografia liquida,
a titulacdo potenciométrica e a espectrofotometria UV-visivel. A titulacéo
potenciométrica, aplicavel para medir valores de pK, entre 2 e 12, é a técnica mais
utilizada. A sua limitagdo é a necessidade da solubilidade do composto em agua

ou em um mistura com co-solvente (metanol ou ACN).
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A espectrofotometria no UV-vis é bastante utilizada também na determinacéo
do pK, sendo importante que a substancia avaliada tenha grupo cromdéforo
préximo ao centro de ionizagdo, de tal modo que, com a variacdo do pH, as
formas ionizadas e neutras exibam diferencas espectrais. O método
espectrofotométrico é considerado ideal para a determinacdo do pK, de compostos
pouco sollveis em &gua (solubilidade em 4gua tao baixa quanto 10° mol L™) e
apresenta como vantagens maior precisio e exatiddo dos resultados. E interessante
notar que a alteracdo do pH do meio leva a mudancas significativas nos valores
das absorvancias dos cromoforos (Tapia et al., 2003), assim, a escolha do pH da
solugdo para a determinacdo do pK, deve ser aquela onde existam ambas as
espécies: ndo protonada (B) e protonada (BH") (Thomas-Vert et al., 1983).

A determinacdo dos valores de pK, pelas titulagdes potenciométricas e
espectrofotométricas, muitas vezes, é auxiliada por programas baseados nos
principios da quimiometria. Nesses programas, as andlises sdo realizadas por
regressao linear com ajuste de curva, como por exemplo, o SQUAD (Legget,
1985), o SPECFIT (Gamp et al., 1985), 0 HYPERQUAD (Gans et al., 1996),
dentre outros softwares que foram criados com esse objetivo.

Os sistemas micelares, além de possuirem a propriedade de solubilizar
substancias hidrofébicas, também possuem a habilidade de modificar as
propriedades acido-base das substancias. Por isso, seu uso tem sido explorado em
um numero consideravel de trabalhos envolvendo a titulagdo potenciométrica.
Desta forma, é possivel explorar as propriedades acido-base dos compostos pouco
solveis em agua nos meios micelares (contendo surfactantes na ordem do mmol
L"), ao invés de se usar co-solventes organicos em quantidades percentuais
relevantes. Porém, a resposta do eletrodo de membrana de vidro, sensivel a ions
Hs0", é muito lenta em sistemas micelares e isso causa desvios na segunda e
terceira casa decimal do valor de pH (Underwood, 1977; Gerakis et al., 1993).
Essa resposta lenta se deve as interacfes entre os tipos de surfactantes e os ions
participantes na determinagdo do potencial do eletrodo. No caso da titulagéo
potenciométrica acido-base em meio com SDS, ocorre uma interagdo entre o
surfactante e os cations H3O" e Na" (provenientes da camada de gel hidratada do
eletrodo de vidro). As micelas de surfactantes iénicos também atuam no potencial
de juncdo do eletrodo e alteram a forca i6nica da solugéo (Gerakis et al., 1993).


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1012263/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 1012263/CA

55

Os sistemas micelares compostos por SDS tendem a provocar aumento do
valor do pK, de bases fracas e de diminuir o pK, de &cidos fracos. Isso se deve ao
fato do surfactante anidnico estabilizar a base protonada (BH") por interacio
eletrostatica. No caso das espécies acidas desprotonadas (A’), ocorrem repulséo
eletrostatica, estabilizando a espécie HA (Gerakis et al., 1993; Ahmadi, 2007).

Em meios micelares, os surfactantes, normalmente, alteram as
propriedades espectrais das moléculas, aumentando a intensidade e o
deslocamento nas bandas de absor¢do. As mudancas se devem as interacdes
hidrofébicas e eletrostaticas das moléculas com o meio micelar (Niazi et al.,
2008). Para as B-carbolinas, por exemplo, através da mudanga no comportamento
dos espectros de absorcdo, em sistemas com diferentes valores de pH, é possivel
calcular o valor desta constante de dissociagdo desses alcaloides.
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2.2

Galantamina e seus principais metabdlitos

2.2.1

Informacoes gerais

A galantamina (GAL) é uma amina tercidria, cuja estrutura é apresentada
na Figura 7. Sua constante acida (pKj) é igual a 8,2, sendo que a forma bésica é
mais solivel em solventes organicos, incluindo metanol, do que a forma

protonada desse alcaloide (Harvey et al., 1995).

H oH

Figura 7. Estrutura quimica da galantamina (GAL).

Em 1950, a GAL foi descoberta acidentalmente nos bulbos de flores
selvagens, a Galanthus woronowii, pertencente & espécie Amaryllidiceae. A
extracdo desse alcaloide pode ser realizada a partir de varias espécies de plantas
como a Amaryllidiceae, Galanthus nivalis, Narcissus, Lycoris, Leucojum
aestivum, dentre outras especies (Harvey et al., 1995). Embora a sintese completa
da GAL ter sido alcancada, as plantas ainda representam uma importante fonte
desses alcaloides para a industria farmacéutica. Atualmente, a GAL ¢é extraida das
espécies de plantas Leucojum aestivum e Narcissus na Europa, e da Lycoris
radiata e Ungernia victoris na Asia (Berkov et al., 2009). O rendimento da GAL
na espécie Narcissus pode variar de 9 a 16% do extrato seco da planta (Berkov et
al., 2011). Inicialmente, a GAL foi usada como um agente para reverter o efeito
da anestesia, sendo reportado por Mashkovskii, em 1955 (Thencheva et al., 1987).
Atualmente, esse alcaloide é usado no controle de doencgas neuromusculares,

como a miastenia gravis (conhecida como a doencga da fraqueza), no antagonismo
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do bloqueio neuromuscular esquelético, na induz a depressdo respiratoria € no
tratamento da doenga de Alzheimer (Maldkova et al., 2007).

A doenca de Alzheimer (DA), descrita pela primeira vez pelo
neuropatologista alemao Alois Alzheimer em 1907, € uma condicdo de desordem
neurodegenerativa progressiva e irreversivel responsavel por cerca de 60% dos
casos de deméncia entre idosos acima de 65 anos (Francis et al., 1999). Segundo a
Associacdo Brasileira de Alzheimer, ABRAz, estima-se que ha 1 milhdo e 200 mil
de casos de pessoas afetadas por essa doenca no Brasil contra 35,6 milhGes de
pessoas doentes no mundo todo (ABRAz, Ultimo acesso 27/11/14).

Também conhecida como Mal de Alzheimer, a DA representa um desafio
para os pacientes e seus familiares, ja que o convivio com a doenca acarreta um
desequilibrio emocional e financeiro dos envolvidos. Com o avanco da doenca, o
paciente apresenta um declinio cognitivo e das fun¢Bes psicomotoras, se tornando
incapaz de realizar tarefas basicas da vida diaria e de reconhecer os familiares
mais proximos, resultando em morte em, aproximadamente, 10 anos (ABRAz,
ultimo acesso 27/11/14).

Os déficits cognitivos e psicomotores sdo provocados pelo declinio da
neurotransmissdo colinérgica dos hipocampais e neocorticais, reduzindo a
atividade da colina acetiltransferase (enzima responsavel pela sintese de
acetilcolina — ACh) e pela diminui¢do do numero de receptores nicotinicos ACh
no cérebro dos pacientes (Whitehouse et al., 1982). Apesar da causa da DA nao
ser totalmente conhecida muitos cientistas relacionam a gravidade da doenga com
0 nimero de receptores nicotinicos.

Os inibidores da acetilcolinesterase (AChE) se mostram dominantes sobre
0 tratamento sintoméatico da doenca de Alzheimer. Em 1993, o inibidor de
colinesterase, denominado tacrina, foi o primeiro inibidor aprovado pela Food and
Drug Administration (FDA) dos EUA, para o tratamento da DA. Apds a tacrina,
foram aprovados os inibidores donepezil, em 1996, e a rivastigmina, em 2000. Em
2001, a sintese completa e 0 uso da GAL foram aprovados pela FDA para o
tratamento da DA em estagios de moderado a meédio (Janssen et al., 2002),
servindo de protétipo para o desenvolvimento de novos farmacos
anticolinesterasicos. A GAL, inibidor reversivel, competitivo e seletivo, exibe um
modo dual de acéo: a inibicdo da AChE e a modulagéo positiva dos receptores

nicotinicos (ACh) que aumentam a resposta do neurotransmissor ACh (Bores et
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al., 1996). Os dados de um grande nimero de ensaios clinicos tém demonstrado
que a GAL melhora significativamente, num periodo de 12 meses, a funcéo

cognitiva em pacientes com DA (Zhao et al., 2002).

2.2.2

Metabolizacdo da galantamina

A administracdo da GAL em humanos leva a formacdo no organismo de
produtos resultantes da biotransformacdo oxidativa, como o O-desmetil
galantamina (OD), o N-desmetil galantamina ou norgalantamina (ND), o N-O0xido
galantamina (NOXx) e, também, a conversdo quiral para epigalantamina (EP)
(Mannes, 2002). No figado, 75% da galantamina sdo metabolizadas pelo
citocromo (hemoproteina) hepéatico P450, (principalmente, pelas isoenzimas
CYP2D6 e CYP3A4) em metabolitos farmacologicamente menos ativos ou
inativos, e 0s 25% restantes sdo eliminados sem transformacdo (Bachus et al.,
1999).

As principais vias metabolicas da GAL sao a glucuronidacéo, O-desmetilacéo,
N-desmetilacdo, N-oxidagdo, epimerizacdo e conjugacdo com sulfato. O CYP2D6
é responsavel pela formacdo do O-desmetil galantamina e 0 CYP3A4 esta
envolvido na producdo do N-éxido galantamina (Zhao et al., 2002). Na Figura 8

sdo apresentadas as estruturas quimicas dos principais metabolitos da GAL.
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O-desmetil galantamina (OD)

H on

N-6xido galantamina (NOXx)

galantamina (GAL)

epigalantamina (EP)

Figura 8. Estrutura molecular dos principais metab6litos da galantamina: N-6xido galantamina
(NOX), O-desmetil galantamina (OD), N-desmetil galantamina (ND) e epigalantamina (EP).

2l2l3
Descricdo dos principais métodos cromatogréaficos para

determinacdo de galantamina

Varios métodos baseados na cromatografia liquida de alta eficiéncia para a
GAL foram desenvolvidos nos ultimos 30 anos, porém somente alguns métodos
foram propostos para determinagdo de GAL e seus metabdlitos. A grande maioria
desses metodos utiliza fase movel rica em ACN e/ou metanol, coluna com fase
estacionéria C18 e detecgdo Optica por fluorescéncia ou por absor¢do molecular.

Tencheva e colaboradores (1987) investigaram a farmacocinética da GAL
em amostras de urina e de plasma humano de dez voluntarios saudaveis e de dez
pacientes usando HPLC com deteccdo absorciométrica. A fase movel composta
por agua/metanol (60/40% v/v) foi eluida no modo isocratico (tempo total de
corrida menor que 16 min). As amostras foram tratadas com tricloroacético, para

precipitacdo das proteinas, e os analitos extraidos com cloroférmio. Nas amostras

N-desmetil galantamina (ND)
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de urina foram determinadas a concentracdo de GAL e dos metabdlitos EP e
galantaminone apds 12 h da administracdo do medicamento, enquanto que nas
amostras de sangue apenas o galantaminone néo foi identificado.

Mannes et al. (2002) estudaram o metabolismo e excrecdo da GAL,
marcada isotopicamente, em amostras biologicas (urina, fezes e plasma) de
humanos, ratos e cachorros. A galantamina e seus metabdlitos (ND, OD, NOX,
EP, ND epigalantamina e OD epigalantamina, metabdlitos glucuronideos de GAL,
OD, OD epigalantamina e OD sulfato) foram determinados por HPLC de fase
reversa com deteccao fluorimétrica, absorciométrica e por decaimento radioativo.
O modo de elui¢do da fase modvel foi por gradiente utilizando duas solugdes: um
tampéo de acetato de aménio (0,1 mol L™, pH 6,1) e outro de acetato de aménio
(1 mol L™ pH 6,1) contendo metanol e acetonitrila (10:10:80 v/v/v). Nos
primeiros 2 minutos, o eluente foi composto de 100% da primeira solucéo tampéo.
Nos 40 minutos subsequentes, utilizou-se uma mistura de 75%, em volume, do
primeiro tampao com 25% do segundo. Por fim, no minuto final, na fase mével
foi composta de 100% da segunda solucédo tampéo (tempo total de corrida igual a
43 min). Em humanos assim como em Vvérias especies de animais a GAL e seus
metabdlitos foram excretados predominantemente em urina (60% nos ratos
machos e 93% nas amostras de humanos). Zhao e colaboradores (2002)
realizaram um estudo comparativo da farmacocinética e seguranca da GAL em
pacientes com insuficiéncia hepatica com voluntarios saudaveis. A GAL e a ND
foram determinadas usando HPLC de fase reversa com deteccdo fluorimétrica
para as amostras de plasma sanguineo e por deteccdo absorciométrica para as
amostras da urina dos individuos. Para a determinagdo de GAL e ND em plasma
sanguineo utilizou-se fase mdvel composta por acetato de amonio/acetonitrila
(85/15% v/v), enquanto que para a analise dessas substancias em urina a fase
movel consistiu em acetato de aménio/acetonitrila (86,5/13,5% v/v). Os
parametros farmacocinéticos da GAL em pacientes com insuficiéncia hepatica,
em estagios moderados a médio, foram similares aos do grupo controle (pacientes
saudaveis), sendo recomendado o uso dessa droga nesses subconjuntos de
pacientes. Verhaeghe et al. (2003) determinaram GAL em plasma humano por
HPLC-MS-MS. O preparo das amostras consistiu em uma extracdo liquido-
liqguido com tolueno permitindo o uso de volumes reduzidos de amostra de 1,0

para 0,2 mL. A fase movel (com eluigdo isocratica) consistiu em acetato de
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amonio/ ACN (85/15% v/v). O tempo total de corrida foi de 2 minutos. O método
proposto foi aplicado em 3000 voluntérios e em trés dosagens diferentes da droga.
Zhang et al. (2007) compararam os perfis de farmacocinética da GAL em
comprimido dispersivel (comprimido, de alta absor¢do, que produz uma
suspensdo quando entra em contato com um liquido) com os comprimidos
convencionais. A GAL foi determinada no plasma sanguineo de dezoito
voluntarios sadios, do sexo masculino, por HPLC de fase reversa com deteccao
fluorimétrica, no qual permitiu limites de quantificacdo abaixo de 1 ng mL™. A
fase movel consistiu em ACN, &gua e trietilamina (20:80:1 v/v/v, pH 7,0). O
tempo total de retencdo da GAL foi de 5,5 min. A avaliagdo dos parametros de
farmacocinética indicaram que as duas formulacGes podem ser consideradas
bioequivalentes. Maldkova et al. (2007) propuseram um novo método analitico
para a identificagdo e determinacdo de GAL e seus metabdlitos produzidos na fase
I (biotransformacdo oxidativa) em plasma sanguineo e tecidos (cérebro, figado e
hipdfise) de ratos por HPLC com deteccdo absorciométrica, fluorimétrica e por
espectrometria de massa. O método foi aplicado em estudos de farmacocinética e
biotransformacdo da galantamina. As amostras de plasma e tecido
(homogeneizadas em tampdo fosfato pH 7,4) foram extraidas em cartuchos de
SPE. A eluicdo da fase movel foi feita por gradiente iniciando com solugédo
tampdo acetato de amonio/ACN (85/15% v/v) e ap6s 4 minutos, a proporcao de
ACN foi elevada para 25% e mantida constante por 26 minutos (tempo total de
corrida foi de 30 minutos). Os valores de limite de quantificacdo (LOQ) para a
GAL e seus metabélitos ficaram na faixa de 88 a 201 ng g™*. O metab6lito NOx
néo foi determinado em nenhuma amostra.

Berkov e colaboradores (2011) identificaram e quantificaram GAL por
CG-MS em diferentes fontes de plantas: bulbos e folhas de Narcissus confusus,
bulbos de N. pseudonarcissus cv. Carlton e folhas e culturas in vitro de L.
aestivum. As amostras foram extraidas com metanol, derivatizadas e analisadas
por CG-MS. Os niveis de GAL determinados nas amostras variaram de 0,35%
(touceiras de L. aestivum) a 15,86% (bulbos de N. confusus) nos extratos secos. A
analise do componente principal dos cromatogramas de CG-MS permitiu a
discriminacgdo das espécies, a parte das plantas analisadas e a regido geografica

das amostras.
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Culzoni et al. (2012) propds um método de determinagdo de galantamina e
seus principais metabolitos (OD, NOx, EP e ND) em amostras de soro sanguineo
por HPLC. A fase movel consistiu em solucdo tampao de acetato de aménio (pH
5)/ACN (94/6% v/v). O tempo total de corrida foi de 6 min. As amostras foram
fortificadas com a GAL e seus metabolitos e tratadas com &cido tricloroacético
para a precipitacdo das proteinas. A deteccdo fluorimétrica foi feita por varredura
dos espectros em trés dimensdes para a obtencdo das matrizes da intensidade de
fluorescéncia em funcdo do tempo de retencdo e comprimentos de onda de
emissdo. A resolucdo foi obtida na presenca de interferentes da matriz das
amostras de soro usando a resolucdo de curvas multivariadas por minimos
quadrados alternantes (MCR-ALS). A combinacdo entre HPLC e MCR-ALS
permitiu a simplificacdo do preparo da amostra utilizando um volume reduzido de
soro sanguineo (0,2 mL) e a reducdo do gasto de solvente organico seguindo os
principios da Quimica Verde.

Culzoni et al. (2010) propuseram determinar GAL por espectrofluorimetria
utilizando matriz de excitacdo e emissdao de fluorescéncia e calibragdo
multivariada de segunda ordem. Como a GAL exibe fluorescéncia pouco intensa,
0s autores testaram varios meios organizados, como ciclodextrinas e micelas de
diversos surfactantes, com o proposito de aumentar a fluorescéncia da substancia.
Entre os meios organizados estudados, o surfactante aniénico SDS resultou no
maior ganho (aumento de seis vezes) de sinal da GAL, permitindo determinagdes
em niveis de ng mL™, sem a necessidade de tratamento prévio da amostra. O
método proposto foi aplicado em amostras de agua fortificadas com GAL em
presenca de interferentes espectrais, resultando em determinacgdes seletivas do

alcaloide de interesse.
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2.3
Cromatografia Liguida Micelar — Informacdes Gerais

231

Surfactantes e micelas normais e processo de micelizacao

Surfactantes (ou tensoativos) sdo moléculas anfifilicas, ou seja, que
contém nas suas estruturas regibes com caracteristicas hidrofilicas e outras com
caracteristicas hidrofobicas que lhe conferem propriedades Unicas quando
dissolvidas em agua. A estrutura tipica de um surfactante consiste de uma cadeia
carbdnica hidrofobica, denominada cauda do surfactante (geralmente linear e que
varia comumente entre 8 e 18 atomos de carbono) e de um grupamento polar ou
ibnico (cabeca do surfactante). Dependendo da natureza do(s) grupo(s) polares ou
ibnicos presente(s) na estrutura, o surfactante pode ser classificado como
anibnico, catibnico, ndo-polar e anfoteros (zwitterionico), este Ultimo tipo
contendo grupos anidnicos e catidnicos na sua estrutura (Pelizzetti e Pramauro,
1985).

As moléculas anfifilicas podem dar origem a diferentes estruturas
organizadas, conhecidas como micelas, micelas-reversas, micro-emulsdes,
monocapas, bicapas e vesiculas dependendo de sua natureza quimica e das
caracteristicas do meio em que se encontram dissolvidas. Do ponto de vista
analitico, pode-se citar algumas vantagens do uso de surfactantes: (i) aumentar a
solubilizacdo de moléculas hidrofobicas em solventes ou ambientes polares e
vice-versa, (ii) alterar as propriedades &cido-base e de oxirreducdo de espécies
quimicas que interagem com os sistemas organizados em solucéo, (iii) alterar a
cinética de reacdo como, por exemplo, a de formagédo de um produto de interesse
analitico e (iv) mudar as propriedades reacionais e de equilibrio quimico
beneficiando a formag&o seletiva de um produto, (v) alterar propriedades Opticas
de espécies quimicas dissolvidas no meio organizado, (vi) alteracdo da
compartimentacdo de espécies quimicas na presenca de surfactantes que
possibilita a separacéo e extragdo seletiva, por exemplo, fazendo uso do ponto de
nuvem (cloud point) do sistema organizado, (vii) alterar as propriedades de
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retencdo ou migracdo de espéecies quimicas num sistema dindmico de separacdo
(Pelizzetti e Pramauro, 1985; Esteve-Romero et al., 1995).

As micelas sdo associacGes de monémeros de surfactantes que se formam
espontaneamente (sistemas favoraveis termodinamicamente) em dimensdes
coloidais (por exemplo, o didmetro médio da micela de SDS em torno de 2 nm)
guando uma concentracdo critica de mondémero no sistema € atingida (Pelizzetti e
Pramauro, 1985). Essa concentracdo € denominada concentracdo micelar critica
(CMC), que é uma propriedade intrinseca e caracteristica do surfactante a uma
dada temperatura e concentracdo eletrolitica. Em baixas concentracfes, 0s
mondmeros de surfactantes encontram-se adsorvidos na superficie (interface entre
ar e agua) da solucdo. Com o aumento da concentracdo, 0 nimero de monémeros
adsorvidos aumenta formando uma monocamada desse surfactante, saturando a
superficie da solucdo. Neste ponto, uma nova adicdo de surfactantes provoca
agregacdo da parte hidrofébica das moléculas resultando na formacdo de micelas
que sdo constituidas por um conjunto de mondmeros que se organizam em uma
forma esférica (sizzatti et al., 2009). Quando a concentracdo do surfactante
aumenta ainda mais, pode ocorrer o alongamento das micelas, principalmente se
os surfactantes possuirem caudas hidrocarbénicas com numero elevado de
carbonos (Pelizzetti e Pramauro, 1985).

O processo normal de micelizacdo em agua ocorre em decorréncia da acao
das forcas repulsivas eletrostaticas dos grupos hidrofilicos, nas cabecas da
estrutura do surfactante, e das interacdes atrativas hidrofébicas das caudas do
surfactante. Os contra-ions desempenham um papel importante a favor da
micelizacdo, pois blindam a carga do agregado e diminuem o potencial elétrico e a
repulsdo entre as cabegas (rizzatti et al., 2009). Cada micela é formada por um
determinado numero de moléculas de surfactantes que constitui 0 namero de
agregacao (geralmente entre 30 a 200 mondmeros), que rege a geometria € 0
tamanho da micela. Na Figura 9, tem-se 0 modelo esquematico de uma micela
ionica esférica (“normal”’), em meio aquoso, onde 0 sinal + indica a localizacéo
dos contra-ions. As micelas “normais” possuem as cabegas dos surfactantes
voltadas para a solucdo aquosa, enquanto que as respectivas caudas estdo
direcionadas para o centro da estrutura, resultando em um centro hidrofobico
favoravel para a inclusdo de espécies quimicas de carater menos polar (Pelizzetti e
Pramauro, 1985)
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-

l Camada de Gouy-Chapman (30 a 40 nm)

Capa de Stem (0.1 a 0.6 nm)

-

Nucleo (1 a3 nm de didgmetra)

Figura 9. Representacdo bidimensional das regides que formam uma micela i6nica normal com
estrutura esférica (Modelo de Sigter) (adaptado de Maniasso, 2001).

Quando micelas séo formadas em solventes pouco polares, a estrutura do
agregado sera a inversa da micela “normal” obtida em agua, isto ¢, as caudas dos
surfactantes ficam voltadas para 0 meio organico e as cabecas formam um nucleo
central polar. Este tipo de estrutura é conhecida como micela inversa ou invertida
e que favorece a solubilizacdo de substancias polares em seu ndcleo central.

Conforme dito, o valor da CMC é uma propriedade importante no processo
de micelizacdo e depende da estrutura dos surfactantes e de outras condicdes
como a temperatura, a forca iénica, a polaridade do meio e a natureza dos contra-
ions do surfactante idnico. Dessa forma, a CMC € uma propriedade intrinseca e
caracteristica de cada surfactante a uma dada temperatura, em um sistema
especifico de solventes e em uma concentracdo eletrolitica determinada. Por
exemplo, a CMC do dodecilsulfato de sédio (SDS) é 8,2 mmol L™ com nimero de
agregados estimado em 62. Em concentracfes acima do valor da CMC, os
mondmeros participam de um equilibrio dindmico entre a estrutura micelar
organizada e a forma isolada em solugdo (Pelizzetti e Pramauro, 1985). As
micelas sdo termodinamicamente estaveis, porém, podem ser destruidas quando
sdo diluidas em agua de tal forma que a concentracao do surfactante atinge valores
abaixo aos da CMC.
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O ponto de Krafft é definido como a temperatura minima requerida para
dissolver completamente o surfactante em solucdo aquosa. Por exemplo, para o
SDS o ponto de Krafft € 15°C. Abaixo do ponto de Krafft, a solugdo aquosa do
surfactante torna-se turva, por causa da fracdo que nao se solubiliza no sistema.
Acima do ponto Krafft, a solubilidade do mondmero aumenta até o ponto no
qual se inicia do processo de micelizacdo e as espécies agregadas passam a ser a
forma termodinamicamente favorecida (Shinoda e Fontell, 1995). Existe um
ponto triplo (temperatura em funcdo da concentracdo de surfactante) onde o
surfactante co-existe em trés estados: (i) monémeros em solucéo aquosa (acima
do ponto de Krafft, mas abaixo da CMC), (ii) micelas em solugdo aquosa (acima
do ponto de Krafft da CMC) e (iii) sélido hidratado e fase aquosa (abaixo do
ponto de Krafft e da CMC). (Shinoda e Fontell, 1995).

Do ponto de vista termodindmico, a formacdo de micelas favorece o
incremento na solubilidade do surfactante, dado que em concentracdes elevadas
(acima da CMC) e, em temperatura constante, a concentracdo dos monémeros em
equilibrio com as micelas é praticamente constante enquanto a concentracdo das
micelas é variavel. Assim, a solubilidade total do surfactante (isoladamente ou
como micela) é favorecida pela formacdo das micelas no meio.

Vale salientar que os surfactantes ndo-ibnicos ndo apresentam ponto de
Krafft, mas possuem uma relacdo caracteristica de temperatura/solubilidade em
agua, na qual se tornam menos sollveis com o aumento da temperatura. Em
alguns casos, a separacdo de fases é observada, produzindo uma névoa em
suspensdo. A temperatura na qual ocorre este fenbmeno é denominada ponto de
nuvem do surfactante.

Uma das mais importantes propriedades das micelas normais é a de
melhorar a solubilizacdo de moléculas organicas hidrofébicas em meio aquoso.
Né&o se deve confundir o termo solubilizacdo micelar, que esta relacionado com a
solubilidade das micelas no meio, com solubilidade em solugdes ricas em micelas
(“solucdes micelares”), que ¢ a solubilizacdo de um determinado soluto em um
meio organizado com micelas (Khaledi, 1997). Os possiveis sitios de interacdo
entre a molécula hidrofébica e a micela sdo apresentados na Figura 10: A)
adsorcdo na superficie da micela (interface micela-solvente - camada de Gouy-
Champan); B) insercdo entre as cabegas hidrofilicas, no caso de surfactante ndo-

ibnicos; C) insercédo entre os grupos hidrofilicos — camada de Stern; D) penetracao
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no ndcleo da micela. Entende-se que o sitio de maior solubilizacdo é na interface
da camada de Stern (Pelizzetti e Pramauro, 1985).

Pequenas quantidades de substancias de carater menos polar podem ser
dissolvidas no sistema aquoso ao serem incluidas no nucleo hidrofobico das
micelas normais (sitio D), enquanto sustancias com carater muito polar ou mesmo
as substancias i6nicas ficam fora da micela (sitio A). Ja as substancias com carater
polar intermediario ficam distribuidas entre a camada polar de Stern da micela
(sitio C) e na interface da micela com a fase aquosa (sitio B). Vale salientar que a
camada de Stern de micelas formadas por surfactantes ndo-iénicos (sitio C) é
maior que a das micelas formadas por surfactantes idnicos. Frequentemente, a
solubilizacdo de compostos nas micelas modifica o processo de micelizacao,
causando aumento ou diminui¢cdo na CMC (Berthod e Garcia-Alvarez Coque,
2000).

Na*

xﬁ;

1

o,

Na*

Na*

ff/

Na*

so;
Na*

Figura 10. As letras A (adsor¢do na superficie da micela - Camada de Gouy-Champan), B
(insercdo na entre as cabecas hidrofilicas), C (insercdo na entre os grupos hidrofilicos - Camada
de Stern) e D (penetragdo no nlcleo da micela) indicam as possibilidades de interagdes entre o
soluto e a micela (adaptado de Maniasso, 2001).

2.3.2

Cromatografia Liquida Micelar

Em 1976, Knox e Laird desenvolveram a cromatografia liquida de par
ibnico (IPC), que consiste basicamente na adicdo de pequena quantidade de

surfactante idnico na fase movel hidro-organica polar da cromatografia liquida de
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fase reversa. Em tal situacdo os mondmeros dos surfactantes sdo adsorvidos na
fase estacionaria de tal forma que a interacdo entre a fase estacionaria modificada
com surfactante e o soluto (na forma iénica) na fase movel se da por atracdo
eletrostatica. Nos estudos com IPC foi observado que quanto maior era 0 nimero
de carbonos na cadeia alquila do surfactante, maior era a adsor¢édo de monémeros
de surfactantes na fase estacionéria. Também foi constatado que quando a fragéo
de solvente organico -metanol, acetonitrila (ACN) ou propanol - na fase movel era
aumentada, menor era a adsorcdo dos surfactantes na fase estacionaria, devido ao
aumento na forca de eluicdo e desorcdo dos surfactantes da fase estacionaria. A
principio, a abordagem de separacéo por IPC ndo foi bem sucedida em termos de
reprodutibilidade dos resultados, devido a baixa estabilidade da fase estacionéria
modificada (Berthod e Garcia-Alvarez Coque, 2000). No entanto, a técnica se
mostrou promissora na separacao de macromoléculas como proteinas e nesse tipo
de aplicacdo tem encontrado espaco para se desenvolver.

Armstrong e Henry, em 1980, demonstraram que solu¢Bes aquosas
organizadas com micelas poderiam ser usadas como fase mdvel em separac@es de
solutos por cromatografia liquida de fase reversa, nomeando esta técnica como
Cromatografia Liquida Micelar (MLC do inglés Micellar Liquid
Chromatography). A MLC ¢é um tipo de cromatografia de fase reversa na qual a
fase movel da cromatografia convencional € uma mistura homogénea, enquanto
que a fase mével em MLC ¢é microscopicamente heterogénea e composta por dois
meios, um deles composto de agregados micelares e o outro € a mistura hidro-
organica que contém os mondémeros dos surfactantes em concentracdo acima da
CMC (Berthod e Garcia-Alvarez-Coque, 2000). Como mencionado, em solucgdes
aquosas de surfactante de concentracdo acima da CMC, o nimero de micelas na
solugdo cresce. Considerando que o numero de mondmeros na fase movel
permanece sempre 0 mesmo, ocorre adsor¢do de uma quantidade fixa de
mondmeros de surfactantes na fase estacionaria, o que resulta em uma coluna
modificada estavel e com comportamento de retencéo regular (Ruiz-Angel et al.,
2009).

A MLC vem ganhando espaco como uma abordagem alternativa de
cromatografia liquida cuja vantagem principal advém do aumento significativo da
capacidade de separacdo gragcas & maior complexidade de interacdes entre 0s

solutos, as fases modveis e a fase estaciondria, possibilitando até mesmo a
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separagdo de compostos ionicos e ndo-ibnicos, mais polares e menos polares na
mesma corrida cromatografica (Rambla-Alegre et al., 2009). Outra vantagem da
MLC vem do fato de se trabalhar com uma fase mdvel essencialmente aquosa,
que é menos toxica em relagdo as misturas contendo proporcdes significativas de
metanol ou acetonitrila, usadas comumente em cromatografia liquida de fase
reversa. As fases mdveis micelares sdo também de menor custo, ja que as CMC
sdo alcancadas em baixas concentracfes de surfactantes, ou seja, com um gasto
pequeno do produto tensoativo, em comparacdo aos volumes significativos de
solventes organicos de alta pureza requeridos na abordagem cromatografica
reversa. Essas fases moveis micelares sdo menos inflamaveis e mais
biodegradaveis, porém, a grande vantagem decorre do seu poder de solubilizacéo
de solutos hidrofobicos em fase mével aquosa. Em MLC, o gradiente de eluicdo é
favorecido em concentragdes moderadas de surfactante iGnico, pois a composicao
da fase estacionarias permanece constante durante o gradiente. Portanto, o Unico
processo de reequilibrio necessario, antes da proxima execucdo de gradiente, é a
lavagem do sistema cromatografico, com a fase mével inicial (Madamba-Tan et
al., 1994). A inclusdo em sistemas organizados também tende a favorecer a
eficiéncia quéantica de fluor6foros, o que é vantajoso no caso da deteccdo
fluorimétrica.

Do ponto de vista da andlise de amostras complexas, como fluidos
biol6gicos, € muito comum que a abordagem de MLC possibilite a injecdo direta
de amostras (virtualmente sem passar por nenhum pré-tratamento) no sistema
cromatografico, uma vez que o surfactante compete com as proteinas pelo soluto
de interesse, promovendo assim, a ruptura da ligacdo proteina-analito. As
proteinas ndo precipitam dentro da coluna cromatografica, pois sdo solubilizadas
na fase movel micelar e percolam na coluna sem causar danos a mesma, sendo
eluidas com ou logo apo6s o solvente (Berthod a Garcia-Alvarez-Coque, 2000). Ao
se evitar etapas de separacdo dos analitos dos componentes da matriz, o
procedimento analitico é simplificado e os custos associados diminuidos (Ramba-
Alegre et al., 2010).

Vale salientar que um dos fatores mais importantes do uso da MLC é o fato
de se poder utilizar o equipamento tradicional de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), sem que haja necessidade de condi¢cOes e de equipamentos

especiais (Berthod, 1997). Na MLC tém sido usadas as fases estacionérias
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tradicionais para HPLC de fase reversa, sendo as mais comuns as do tipo C8, C18
e cianopropil. Ja os surfactantes mais comuns utilizados na fase movel micelar séo
0 SDS (surfactante aniénico), o brometo de cetil trimetil aménio (CTAB), que é
um surfactante cationico, e o polioxietileno lauril éter (Brij-35), um surfactante
neutro (Ruiz-Angel et al., 2009). Em relacdo a cromatografia liquida de fase
reversa, a MLC apresenta algumas desvantagens, sendo as mais importantes os
elevados tempos de retencao associados a interacdo do soluto com o meio micelar
e a menor eficiéncia dos picos. As razdes disso serdo abordadas mais adiante.

Um surfactante adequado para fins praticos de MLC deve ter baixo valor da
CMC e, preferencialmente, o ponto de Krafft menor que a temperatura ambiente,
para que haja solubilizacdo efetiva do surfactante em agua. Surfactantes com
valores elevados de CMC resultam em fase movel micelar com alta viscosidade o
que ndo é desejavel em regime de alta pressdo, como os alcancados no sistema
tipico de HPLC. Além disso, quando a deteccdo dptica € utilizada, o surfactante
deve ter baixa absortividade molar no comprimento de onda de operagéo
(Khaledi, 1997).

Em 1983, Dorsey et al. recomendou a adicdo de uma pequena fragdo (3%
em volume) de propanol e a elevacdo da temperatura de operagédo para 40°C, para
aumentar a eficiéncia das separacbes em MLC. ApoOs a apresentacdo desse
trabalho pioneiro, a maioria dos estudos com MLC que se seguiram utilizaram
pequenas proporcdes de alcodis de cadeia curta ou média ou mesmo de ACN
(denominados maodificadores organicos) na fase movel micelar, o que ficou
conhecido como fase mdvel micelar hibrida. A adi¢cdo do solvente organico
aumenta a forca da fase movel, melhorando a eficiéncia dos picos
cromatograficos, em especial, para 0s solutos nao-polares. Como regra geral, as
quantidades adicionadas desses modificadores organicos devem ser pequenas,
ficando muito abaixo de 20% (em volume), o que garante a integridade das
micelas na fase movel (Khaledi, 1997).

A adicdo de modificadores orgénicos pode alterar a CMC do surfactante, o
numero de moléculas agregadas e a polaridade da fase movel. Por exemplo, o
metanol (alcool de cadeia curta e muito hidrofilico) é capaz de solvatar os
monomeros dos surfactantes, dificultando assim a micelizacdo, o que leva a um
aumento do valor da CMC. Por outro lado, a presenca de etanol ou propanol, que

possuem uma cadeia carbonica maior, diminui o valor CMC, favorecendo a
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formacdo das micelas ao interagirem com a superficie micelar reduzindo a
repulsdo entre as cabecas idnicas dos monémeros dos surfactantes (Lépez-Grio
et al., 1998). A presenca de ACN e o tetrahidrofurano provocam o mesmo efeito
que o metanol, apesar das diferentes polaridades e estruturas.

Alcoodis mais hidrofébicos como o butanol e o pentanol (de estrutura
semelhante a um surfactante) podem penetrar na micela, com o grupo hidroxila
orientado para a camada de Stern e cadeia ndo-polar, permanecendo inserida
dentro do ndcleo da micela. O resultado é uma micela inchada e mista. Isso ndo
costuma ocorrer com alcoodis mais hidrofilicos, pois estes ndo penetram nas
micelas.

Em resumo, a adicdo de um modificador organico no sistema pode
incrementar interacfes entre soluto e a micela, solvatar a fase estacionaéria,
diminuindo assim a quantidade de surfactante adsorvido, e alterar a rigidez da
interacdo entre o surfactante e o grupo alquil da fase movel. Esse efeito é mais
significante com o aumento da hidrofobicidade e com o aumento da concentracéo
do modificador organico (L6pez-Grio et al., 1998).

O comportamento de retencdo de diversos solutos em MLC é dependente da
concentracdo do modificador organico (Lopez-Grio et al., 1998). Porém, varios
outros fatores séo importantes como a natureza e a concentragdo do surfactante, o
pH da fase movel, a forca ibnica do meio, a velocidade de fluxo da fase mdvel, a
afinidade do surfactante com o soluto, alem da temperatura. Para explorar o
maximo as vantagens da MLC & preciso compreender 0s mecanismos
responsaveis pela retencdo dos solutos nesse complicado sistema de interacédo
soluto-fase movel e fase mdvel-fase estacionaria, de forma que os experimentos
de ajuste de condicdo de separacdo ndo sejam baseados simplesmente em termos
empiricos (Momenbeik e Khorasani, 2006).

Os principais trabalhos em MLC tém focado nos estudos fundamentais
sobre a adsorcdo do surfactante, comportamento de retencdo, obtencdo dos
coeficientes de particdo, evidéncias de mecanismo de retencdo, melhora na
eficiéncia do pico cromatografico e seletividade. Muitos desses estudos foram
realizados na década de 90. O conhecimento adquirido através desses estudos vem
permitindo uma melhor descri¢do tedrica de MLC e um melhor entendimento e

uso da técnica (Ruiz-Angel et al., 2009).
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2.3.3
Mecanismo de Retengcdo em Cromatografia Liquida Micelar

Em cromatografia liquida, quando a fase mdvel contém surfactantes que
formam micelas, ocorre 0 aumento da complexidade nas interagbes comparado
com o que normalmente acontece em cromatografia reversa convencional. A
distribuicdo do analito na fase movel micelar pode ocorrer de quatro possiveis
formas, como citado. Os mondmeros dos surfactantes ionicos sdo adsorvidos na
fase estacionaria por interacdo hidrofébica, ou seja, a cauda da micela interage
com o grupo alquil da fase estacionaria reversa. Assim, a parte polar do
surfactante estara voltada para fase mével e para o analito, conforme mostrado na

Figura 11 (Garcia-Alvarez-Coque et al., 1997).

Ox

ors Os
S f/O/A?OA
. . S04~ Ou’
S04 o;so 4S‘\\\\\\\\\\ L sor ors
oS N\ . oS _ )
4 w "/\/\//\\//\\//\/\/SO, ‘\\\\\/'/\/ /\/\/V o
0s 5’\/\/\/\'7>>/\/\/\/\/SO4 04S s 7 sor
/\/\/\//‘\ ,/% . K/\/\/\\ | /\/\/\/\/ N
S M SO. " \
@ /I \/\'\_ s o's/\N\/‘"'\/\/\/\/\/ ;
)& \\L cor % - m sos
o:'s < A sol A SO
S04 S04 SO« o:s "
os %% So,50, sor sor
®

O $18¢¢ ¢

|FASE ESTACIONARIA - SUPORTE DE SILICA

Figura 11. Representacdo esquematica do comportamento de retencdo de um soluto, S, entre a
coluna de fase estacionaria ligada C18 modificada com SDS, a fase movel aquosa e a fase movel
micelar (adaptado de Ruiz-Angel, 2009).

A adsorc¢do de surfactante na superficie das particulas da fase estacionéria
modifica drasticamente as caracteristicas da coluna como sua polaridade, o
volume do poro, a estrutura e area superficial. Estudos do comportamento de

adsorcéo do SDS e do brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) em cinco tipos de
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fases estacionérias (C3, C8, C18, cianopropil e silica pura) mostraram que a fase
C18 adsorve uma maior quantidade de SDS, e a fase silica pura promove a menor
adsorcdo de SDS. Dessa forma, pode se afirmar que esse surfactante se liga,
preferencialmente, a fase estacionaria através de ligacbes hidrofébicas. Em
relagdo ao CTAB, o comportamento foi similar ao do SDS, sendo que a saturacao
ocorreu quando a concentragdo do surfactante foi duas vezes maior que a CMC.
Com a silica pura ocorreu uma diferenca em relacdo ao SDS, uma vez que a
adsorcéo ndo foi significativa, evidenciando que as interacdes hidrofobicas entre
esse surfactante e a fase estacionaria ndo foram preferenciais (Berthod et al., 1986
a)

As fases estacionarias com particulas de poros maiores, por permitirem
uma melhor penetracdo das micelas, tendem a permitir melhor desempenho da
separacdo por MLC, pois levam a eluicdo com menor tempo de retencdo dos
solutos. Por outro lado, fases estaciondrias com poros pequenos, por efeito
estérico e eletrostatico, levam a exclusao micelar ja que grupos silanois repelem as
micelas carregadas (Berthod e Garcia-Alvarez-Coque, 2000, McCormick et al.,
2000).

O comportamento de retencdo depende das interacdes estabelecidas entre o
soluto e a fase estacionaria modificada e entre o soluto e as micelas presentes na
fase movel. Solutos neutros eluidos com surfactantes idnicos e ndo iénicos e
solutos ionicos eluidos com surfactantes nédo-idnicos podem ser afetados por
interacOes apolares, dipolo-dipolo e &cido-base. Além dessas interagdes, podem
ocorrer interaces eletrostaticas entre solutos iénicos e surfactantes idnicos, ou
seja, entre os solutos e o surfactante adsorvido na fase estacionaria e entre o soluto
e a superficie carregada das micelas. Em qualquer um desses casos, o fator
estérico pode ser importante. Em colunas com porosidade reduzida, estas
interacbes podem ser prejudicadas (Ruiz-Angel et al., 2009). As possiveis
interacbes i6nicas que podem ocorrer dentro do sistema cromatogréfico
acontecem entre o analito e a parte polar do surfactante ou entre o analito e 0s
grupos silanois livres da fase estacionaria, sendo que esta ultima pode contribuir
para uma baixa eficiéncia da técnica MLC com formacdo de frentes de pico que
afetam sua simetria e menor eficiéncia. A interacdo entre os silanois e o analito
pode ser evitada com adi¢do de pequena quantidade do reagente trietilamina

((Et)sN, cuja formula molecular € (C,Hs)sN). Na faixa de pH usual das fases
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moveis em HPLC (pH de 3 a 8) a (Et)sN tem carga positiva e interage com 0s
silandis residuais da fase estacionaria, reduzindo os efeitos indesejaveis ja citados
no cromatograma obtido por MLC, além de melhorar a repeticdo dos tempos de
retencdo. Interacdes hidrofobicas entre o soluto e a parte apolar do surfactante
adsorvido e entre o soluto e os grupos alquila da amina ligada aos silandis também
podem ocorrer (Nawrocki, 1997).

Em suma, quando o soluto € carregado com carga oposta a do surfactante
ibnico ocorre atracdo entre o soluto e o surfactante, diminuindo assim o tempo de
retengdo do soluto. Se as cargas do analito e do surfactante ionico tiverem o
mesmo sinal, podera ocorrer uma repulsao eletrostatica e o tempo de retencéo do
analito tenderd a ser maior. Porém, dependendo da estrutura do soluto de carga
igual ao da micela idnica, este pode interagir com a parte hidrofobica da micela e,
desta forma, o seu tempo de retencdo diminui com a elevacao da concentragdo de
surfactante. Para solutos apolares, poderdo ocorrer apenas duas interagdes
hidrofobicas: i) entre o soluto e a micela e ii) entre o soluto e a fase estacionéria
modificada.

Em muitos trabalhos com cromatografia liquida existe a necessidade de
ajustar o pH e, eventualmente, a forca idnica da fase mével. A adicdo de sais, por
exemplo, pode alterar a quantidade de surfactantes i6nicos adsorvidos na fase
estacionaria, devido a reducdo de interacdo eletrostatica entre o sal e o surfactante
(Berthod et al., 1986 b).

234

Coeficiente de Particao

Ao se adicionar uma substancia em um sistema constituido por dois
liquidos imisciveis formando duas fases, esta ira distribuir-se entre os dois
liquidos até que a concentragdes da substancia em cada uma das fases atinja a
concentracdo de equilibrio. A razdo entre essas concentracdes € a constante de
distribuicdo, que também é chamada de constante de particdo. Seguindo o
mesmo principio, na cromatografia liquida existe a particdo de solutos entre as
fases estacionaria e movel, sendo que nesse caso, 0 sistema é dindmico ja que a

fase movel percola pela fase estacionaria.
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Apesar do termo coeficiente de particdo ainda é extensivamente utilizado
em muitos artigos cientificos de cromatografia, a IUPAC recomenda o uso do
termo constante de distribuicdo ou razao de particdo, simbolizado por Kp. Além
disso, o termo razdo de distribui¢do (D) ndo deve ser confundido com o Kp, ja
que a razdo de distribuicdo é um valor empirico que pode variar com as
condicBes experimentais, como ionizacao, precipitacdo e por reacdes quimicas e
ndo estd necessariamente relacionada com o equilibrio de distribuicdo de um
soluto entre duas fases, e sim, com a distribuicdo do soluto, independentemente
da sua forma quimica. Caso o soluto ndo sofra mudanca na forma quimica, tem-
se que D = Kp.

Considerando duas fases imisciveis, uma fase organica e outra aquosa, 0
valor de Kp é dado pela razdo das concentracdes do soluto nas fases organica e
aquosa. Por convencao, a concentracdo do soluto distribuido na fase orgénica é o
numerador e a concentracdo do soluto na fase aquosa € o denominador, como

apresentado na Equacéo 1.

Aprg) = Apg) onde Kp = [Acrg)] / [Ag)] 1)

O logaritmo do fator de retencdo dos solutos, simbolizado por k, é
linearmente correlacionado com o logaritmo da constante de distribuicdo, como
descrito por Collander em 1951 (Equacéo 2) onde a e b sdo os coeficientes que
séo determinados pela medicédo dos fatores de retencdo de um conjunto de solutos

de Kp conhecidos huma coluna de cromatografia de fase reversa.

logKp=alogk+b (2)

A hidrofobicidade de um composto pode ser entendida como a preferéncia
de um composto em permanecer na fase organica em vez da fase aquosa. Uma
escala quantitativa pode ser estabelecida em que os comportamentos dos varios
compostos sdo comparados no mesmo ambiente, para demonstrar a sua
capacidade individual de participar de interacdes hidrofobicas (Garcia-Alvarez-
Coque e Torres-Lapasid, 1999). O coeficiente de particdo octanol-agua,
simbolizado por Pow, proposto por Hansch na década de 60 (Hansch, 1971), é um

dos parametros que indica a hidrofobicidade de uma substancia quimica, e € a
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razdo entre as concentragdes do soluto, no equilibrio, em um sistema constituido
de 4gua e octanol.

Devido a correlacdo entre o Poyw com outras propriedades fisicas, quimicas
e bioldgicas das substancias, esse coeficiente de particdo tem servido para estimar
fatores de bioconcentragdo, de toxicidade e de solubilidade (Berthod e Carda-
Broch, 2004).

O tratamento cromatografico envolvendo a fase mdvel micelar deve
explicar o comportamento de eluicdo do soluto em termos de certos parametros da
coluna, das caracteristicas micelares e as constantes de distribuicdo entre a fase
estacionaria e a fase aquosa (Ksw), fase estacionaria e fase micelar (Ksm) e fase
micelar e fase aquosa (Kmw), ou as constantes de equilibrio, K, onde nos indices,
S representa a palavra stacionary (fase estacionaria), W significa water (fase
aquosa) e M representa micelle (fase micelar). Na Figura 12 o modelo das “trés”
fases, proposto por Armstrong e Nome (1981) em um sistema de MLC é
mostrado, assim como as equacdes quimicas que representam os trés equilibrios

de particdo existentes.

A (fase mével: agua) = A (fase estacionaria) KSW
A (fase mével: micelas) = A (fase estacionaria) KSM
A (fase movel: agua) = A (fase mdvel: micelas) KMW

FASE AQUOSA Kanw ﬁsU,
FASE MICELAR

-~ /.

‘ FASE ESTACIONARIA MODIFICADA ‘

Figura 12. Representacdo esquematica dos trés equilibrios de particdo que ocorrem na eluicdo de
um soluto em MLC (adaptado de Khaledi, 1997).

A tendéncia de interacdo do soluto com a micela é geralmente expressa
através da constante de ligacdo entre o soluto e a micela (do inglés binding

constant) representado por Kwwm, para a reacdo em equilibrio (Equagéo 3) onde


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1012263/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 1012263/CA

77

[A] representa a concentracdo do soluto e [M] representa a concentracdo da
micela (abaixo do valor da CMC).

Aw + M — AM Kww = [AMIMIA]  (3)

A retencdo de substancias mais polares em MLC ocorre devido a particdo
do soluto entre a fase aquosa, a fase micelar e a fase estacionaria (Figura 12),
enguanto que a retencdo para solutos pouco polares ocorre diretamente da parti¢éo
entre a fase micelar e a fase estacionéria. (Khaledi, 1997)

A constante de ligacdo Kuw que ocorre entre a fase micelar e a fase
aquosa desempenha papel importante no tempo de retencdo do analito e na
seletividade na MLC (Khaledi, 1997). As constantes de ligacdo Kws (particao
entre fase aquosa-fase estacionaria) e Kwwm (particdo entre fase aquosa-fase
micelar) estéo relacionados, respectivamente, com a interagcdo do soluto na fase
estacionaria e na fase micelar, e possuem efeitos contrarios na retencdo do soluto.
Para valores elevados de Kws a retencdo do soluto é alta, enquanto que para
valores elevados de Ky a retencdo do soluto é reduzida devido a forte associacdo
com as micelas (Borgerding et al., 1988; Garcia-Alvarez-Coque et al., 1996).

De acordo com o comportamento de interacdo entre o soluto e a fase
movel micelar, os solutos sdo classificados em trés categorias: binding, nobinding
e antibinding. Os solutos ditos como binding (ligantes) sdo aqueles que interagem
com as micelas e com o aumento da concentracdo do surfactante na fase movel,
seu tempo de retencdo diminui. Na categoria nobinding (ndo ligantes) tem-se
solutos que ndo se associam as micelas, logo seu tempo de retencdo permanece
inalterado na presenca do meio micelar, isto € Kwwu = 0. J& a categoria dos solutos
antibinding (anti-ligantes) pode ser reconhecida pelo aumento do tempo de
retencdo do soluto quando ha um aumento na concentracdo de surfactante na fase
movel. Uma das explicagdes para esse tipo de comportamento € a repulsdo
eletrostatica que pode ocorrer entre os surfactantes e os solutos de mesma carga.
Para esse tipo de soluto a retencdo ocorrera pela interacdo hidrofobica entre o
soluto e a fase estacionaria (Armstrong e Stine, 1983).

Como o comportamento de retengdo dos solutos antibinding € regido por
interacdo eletrostatica, é de se esperar que a adi¢do de sais no sistema minimize a

repulsdo entre o soluto e a micela, podendo esse soluto, passar de antibinding para
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nobinding e até mesmo se tornar binding pela adicdo crescente de sais no meio
micelar. Este é o caso de solutos com alta hidrofobicidade para promover a
associacdo com a parte apolar da micela, ja que a interacdo elestrostatica €
minimizada pela adicdo de sais (Armstrong e Stine, 1983).

Em relacdo aos surfactantes idnicos, duas situacGes sdo possiveis de
acordo com a carga do soluto e do surfactante: a repulséo ou a atragéo (tanto pela
fase estaciondria modificada quanto pela micela). No caso de repulsdo
eletrostatica, os solutos carregados ndo irdo ser retidos na fase estacionaria
modificada e apenas interages hidrofobicas irdo existir, porém mesmo estas ndo
serdo muito significativas, assim, os solutos s&o eluidos rapidamente. Em
contraste, em situacdes onde ha atracdo eletrostatica e hidrofébica, os tempos de

retencdo sdo mais elevados (Ruiz-Angel et al., 2009).

2.3.5

O comportamento de retencdo em MLC

O tempo de retencdo em MLC é bem reprodutivo e pode ser modelado
com razoavel exatiddo de modo a prever mudancas na retencdo do soluto quando
ha variacdo na composicdo da fase movel (concentracdo do surfactante e
proporcéo do modificador organico) e do pH. Este conhecimento facilita a escolha
das condicdes de separacdo, pois permite compreender 0s processos que ocorrem
com o soluto no sistema cromatografico (Garcia-Alvarez-Coque et al., 1997,
Ruiz-Angel et al., 2002).

Dentre as diferentes equacfes empiricas reportadas na literatura, alguns
modelos podem ser encontrados relacionando a retencdo com: (i) a concentracao
do modificador organico (Armstrong e Nome, 1981; Arunyanart e Cline Love,
1984); (ii) a concentracdo do modificador orgénico e surfactante (Jiménez et al.,
1996) e (iii) o pH e o concentragdo do modificador e do surfactante (Arunyanart e
Cline Love, 1985).

A mudanca nos tempos de retencdo dos diferentes solutos varia com sua a
carga e hidrofobicidade, bem como dependem do tamanho da cadeia alquila, da

carga e da concentracdo das micelas (Kord e Khaledi, 1992).
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e Fase movel micelar pura

Vérias equacdes que relacionam o fator de capacidade, simbolizado por K,
com a concentracdo das micelas na fase movel, simbolizado por [M], tém sido
desenvolvidas para representar a retencdo cromatografica do soluto em MLC.
Armstrong e Nome, em 1981, Arunyanart e Cline Love, em 1984 e Foley, em
1990, propuseram modelos que permitiriam medir a forca de interacdo soluto-
micela e soluto-fase estacionéria em fase mdvel micelar pura. Os modelos
mostrariam uma relac&o linear entre o decréscimo do fator de retencéo de solutos
binding com o aumento da concentracdo das micelas. Em concentraces bastante
elevadas do surfactante, o soluto binding tende a eluir proximo ao volume morto
(Ruiz-Angel et al., 2009).

Armstrong e Nome (1981) propuseram uma equagdo que relaciona o
volume de eluicdo do soluto em MLC com a concentracdo do surfactante
micelizado na fase movel. O modelo permite o célculo das constantes de ligacédo
para solutos ndo ionizaveis, porém ndo € possivel prever o comportamento de
eluicdo de solutos ionizaveis em diferentes valores de pH, como pode ser visto na
Equacdo 4, onde Vs é o volume da superficie ativa da fase estacionaria; V.
representa o volume total de fase movel necessario para eluir um dado soluto na
coluna; Vg € 0 volume extra-coluna, conhecido também como volume morto; ¢ é
a razao Vs/Vo; v é o volume parcial especifico dos mondmeros dos surfactantes na
micela (0,246 L mol™ para SDS) e [M] é a concentracio total do surfactante
menos CMC.

V, @ v(Ky-D 1
(Ve _VO) - k' _( sz )[M]+ sz (4)

Idealmente existe uma relagéo linear entre Vs/(Ve — Vo) em fungéo de [M],
onde pela equacao da reta € possivel encontrar o valor do intercepto, que é 1/Ksw,
e a inclinacdo da reta, que é v(Kuw -1)/Ksw. O valor de v é facilmente encontrado
na literatura especializada.

Os autores assumiram que a constante de ligacdo, Ksy, que descreve a
transferéncia direta do soluto-micela para a fase estacionéria, € minima e, por isso,

ele ndo foi considerado no modelo. Porém, tecnicamente, o valor de Kyw € a
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constante de particdo entre a micela e a 4gua por monoémero de surfactante. Para
obter o valor correto da constante de ligacdo entre a micela e a agua basta
multiplicar o Kyw pelo nimero de agregacéo da micela.

Quando ndo ha a presenca da fase micelar no sistema cromatografico a

Equacéo 4 se reduz a Equagéo 5.
Ve = Vo + VsKws ®)

O modelo proposto por Cline Love e Arunyanart (1984) (Equagéo 6)
relaciona o fator de retencdo com a concentragdo do surfactante micelizado. Os
autores assumiram o equilibrio de interacdo entre o soluto na fase aquosa e 0s
sitios de ligacdo na fase estacionaria, que é regido pela constante de equilibrio de
particdo simbolizada por Kas. O segundo equilibrio de particdo ocorre entre o
soluto na fase movel aquosa e o surfactante micelizado, simbolizado por M,
formando o complexo AM, onde a constante correspondente é simbolizada por
Kam. O terceiro equilibrio de associacdo que envolve a transferéncia do soluto
(presente no complexo soluto-micela ou AM) para os sitios da fase estacionéria,
formando o complexo AS, foi negligenciado no desenvolvimento dessa equacao.
Entende-se que o fator de retencdo é regido apenas pelos dois primeiros
equilibrios, Kas e Kam. A Equacdo 6 mostra a relacdo hiperbolica entre o fator de

retencdo e as constantes de ligagéo e a concentracdo das micelas.

[AS] _ @K,[S]
[A]+[AM]  1+K,,[M]

(6)

Vale ressaltar aqui o esclarecimento sobre as diferengas entre as
simbologias adotadas para descrever o equilibrio de particdo entre as trés fases.
Garcia-Alvarez-Coque e Berthod (2000) denomina a constante de equilibrio que
ocorre entre a fase aquosa e a fase estacionaria como Kas, onde a letra A
simboliza que o analito € proveniente da fase aquosa. Assim, a constante Kaw
indica a transferéncia do analito da fase aquosa para a fase micelar. Tais
equilibrios foram simbolizados por Armstrong, respectivamente, por Kys € Kww,

como visto ao longo desse texto.
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A Equacdo 6 pode ser manipulada para tornar a relagdo entre 1/k e [M]
linear. Para tal, eleva-se ambos os lados da equacéo pelo expoente -1, resultando
na Equacdo 7, forma da equacédo da reta, de onde os coeficientes angular e linear

levam aos valores de Kap € Kas.

1
1/k = +KAM[M:I

AS K AS

=G +C1[M] (7)

Por fim, o modelo de Foley (1990), se baseia na ideia de que o fator de
retencdo pode ser tratado como um parametro aparente, onde a associa¢do entre o
soluto e a micela seria um equilibrio secundario que afeta o fator de retencéo do
soluto ndo associado as micelas, simbolizado por ko. A Equacdo 8 é bastante
similar a Equacéo 4 e Equacao 6.

1
K=k} Ko [M] ®

O fator de retencdo do soluto livre coincide com ¢pKsyw da Equacdo 4 e o
Kas da Equacdo 6. O Kay da Equacdo 8 tem 0 mesmo conceito da constante Kawm
da Equacdo 6 e corresponde ao produto v(1- Kwwm) proveniente do modelo de
Armstrong e Nome (1981).

As equagdes propostas por Armstrong e Nome, Arunyanart e Cline e Love
tém sido extensivamente utilizadas em varios trabalhos envolvendo diversos tipos
de compostos (ndo-polares, polares, neutros e i6nicos), surfactantes (aniénicos,
catidnicos e ndo-idnicos), fases estacionarias (C8, C18 e ciano) e modificadores
organicos que permitiram verificar a validade desses modelos no célculo das
constantes de associacdo soluto-micela (Jiménez e Marina, 1997).

Algumas suposicdes foram feitas para desenvolver o0s modelos
apresentados anteriormente que descrevem a retencédo: i) o valor da CMC néo é
afetada pela adicdo de pequenas quantidades de soluto no sistema cromatografico;
ii) a saturacdo da fase estacionaria, pelo surfactante, ocorre antes de se alcancar a
CMC; iii) o nimero de agregados ou a geometria das micelas ndo sera alterada
com o aumento da concentracdo do surfactante; iv) complexo soluto-micela

possui estequiometria 1:1.
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Quando essas suposi¢cfes ndo sdo validas podem ocorrer desvios no
comportamento de retengdo, como a nao linearidade da relagdo 1/k em funcdo de
[M]. Além disso, a Equacdo 4, Equacdo 7 e Equacdo 8 foram desenvolvidas para
calculo da retencdo de solutos neutros ou com carga oposta ao do surfactante
(Ruiz-Angel et al., 2009).

Para solutos repelidos pelas micelas e que ndo sdo capazes de se
associarem a fase estacionaria, o tempo de retencdo aumenta com o aumento da
concentracdo do surfactante. Isto implica em um valor para Kay negativo, o que
do ponto de vista quimico é impossivel. Porém, esse valor pode ser usado para
quantificar o grau de repulsio eletrostatica entre o soluto e a micela (Ruiz-Angel
et al., 2009).

Jandera e Fisher (1996) reportaram as limitacdes dessas equacdes para
modelar o tempo de retencdo dos solutos antibinding. Para incluir o efeito da
retencdo, estes autores propuseram que parte da fase estacionaria seja inacessivel
a estes solutos. A reducdo relativa do volume acessivel sera proporcional a
guantidade de surfactante adsorvido, simbolizado por Qcmc, 0 qual é constante em
relacdo a CMC. Similarmente, uma fracdo do volume da fase mével ndao podera
participar das interacdes com o soluto.

O fator de retencdo dos solutos associados a micela e repelidos pelos
mondmeros dos surfactantes adsorvidos na fase estacionaria, pode ser modelado

pela Equacao 9 descrita abaixo.

(o K
1+ K, [M]

(1_ fSQCMC) (9)

Para solutos repelidos tanto pela fase estacionaria quanto pela fase maével
micelar, o fator de retencdo pode ser descrito pela Equacédo 10, onde fs e f, séo,
respectivamente, as fragdes da fase estacionéria e da fase movel inacessiveis ao
soluto. Similarmente, a Equacdo 10 pode ser obtida quando ndo houver repulséo

pela fase estacionaria, isto é, f; = 0.

1- fSQCMC

k = ®K
B1-1,[M]

(10)
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Para alguns compostos a relagdo entre 1/k em funcdo de [M] ou entre
Vs/(Ve — Vo) em fungéo de [M] gera um intercepto negativo (1/Ksw), 0 que leva a
impossibilidade de calcular o coeficiente de particdo Ksw e Kuyw (Arunyanart e
Cline Love, 1984). Segundo Borgerding et al. (1988) esse efeito ndo é causado
por erros experimentais. Na verdade, se for considerado o erro, o intercepto estaria
proximo de zero, ou seja, 0 valor de Kgw Seria muito grande enquanto que a
constante reciproca Kws seria muito pequena. Os compostos que apresentam o
intercepto negativo possuem alta massa molecular e séo insolGveis em agua, como
é o caso do perileno (CyHio) € do etilbenzeno (CgHyp). Isto significa que os
solutos bastante hidrofébicos, que possuem solubilidade muito limitada em &gua,
terdo seus tempos de retencao definidos pela transferéncia direta do soluto-micela
para a fase estacionaria. Assim, o erro associado ao calculo da constante de
associagdo cresce com o aumento da hidrofobicidade do soluto. Logo, o célculo
do fator de retencédo para estes compostos pode ser feito com o auxilio da Equacao
11, onde a inclinacdo depende do coeficiente de parti¢do entre a fase estacionaria

e a micela e o intercepto é igual a zero (Borgerding et al., 1988).

=K ¢ 11
=K M1 (11)

Outros autores, como Torres-Lapasio et al., reportaram que encontrar um
valor negativo intercepto decorre de problemas no célculo do tempo morto quando
a fase micelar € utilizada, além de outros erros advindos do experimento como 0
numero de agregados, a variacdo da CMC e a geometria da micela, (Jiménez e
Marina, 1997).

e Fase movel micelar hibrida: adicdo de modificador organico

A fase mdvel micelar sem modificadores orgénicos € muito pouco usada
em MLC, porém as equacGes para prever o tempo de retencdo dos solutos nessa
fase serviram de base para a modelagem de novas equacOes para a fase movel
micelar hibrida (fase movel composta por micelas, agua e solvente organico). A
principal fungdo da adicdo de modificadores organicos em MLC é o aumento da
eficiéncia da separacdo. A presenca de modificadores organicos auxilia na
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transferéncia de massa entre as micelas e a fase estacionaria, altera a CMC do
surfactante e o tempo de retencdo dos solutos em MLC. Na maioria dos casos,
isso é consequéncia da penetracdo de, por exemplo, alcoois dentro da micela e
pela diminuicdo da polaridade da fase movel. Além desses fatores, existe uma
competicdo entre o modificador organico e o surfactante para ser adsorvido pela
fase estacionéria, o que leva a diminui¢do da camada de surfactante, alterando o
tempo de retencdo dos solutos (Jiménez et al., 1996). Dessa forma, as constantes
de ligacdo entre o soluto e a fase estacionaria, Kas, € entre o soluto e a fase
micelar, Kau, também diminuem. Como, a reducdo de Kas € muito maior que a
de Kam, 0corre um aumento na razdo Kawm/Kas, aumentando a forca de eluigédo da
fase movel (Equacéo 7).

Para uma dada concentracdo de surfactante e modificador organico, o
namero de moléculas de alcool introduzidas dentro da micela por molécula de
surfactante pode ser calculado usando a constante de distribuicdo do alcool entre a
micela e a agua (Kmw) € o volume molar especifico do surfactante (v) (Lopez-
Grio et al., 1998).

Lopez-Grid et al. (1998) investigou a influéncia da adicdo de
modificadores na fase mdvel micelar e desenvolveram um modelo para o calculo
da quantidade de alcodis introduzidos nas micelas, descrito na Equacao 12, onde,
Na € 0 nUmero total de mols de alcodis e Ny, é o nimero de mols de alcodis por

mol de surfactante.

N® = NaPawvs / [1 — [M] vS + Puw[M] vs) (12)

De acordo com a Equacdo 12, como esperado, a razdo entre a quantidade
de alcool presente na fase micelar e a quantidade de surfactante (ambas em mol)
depende da concentracdo do surfactante. Quando a razéo estd acima de 3, significa
gue as moléculas de alcodis comprometerdo a integridade das micelas (Lopez-
Grio et al., 1998). Assim, o efeito do modificador organico na retencdo depende
da razdo entre a concentracdo deste e a concentracdo de surfactante, sendo o
resultado diferente para cada soluto em termos de ganho na seletividade (Ruiz-
Angel et al., 2009).

Em contraste com a fase hidro-orgénica da cromatografia de fase reversa

convencional, na MLC o aumento da forca da fase movel ndo diminui a
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seletividade. Quando o comportamento do soluto é binding, o aumento da
concentracdo da micela eleva a forga da fase movel, de acordo com a Equacéo 6.
O ganho na seletividade é atribuido aos equilibrios de ligacdo competitivo no
sistema MLC e/ou pela caracteristica das micelas de compartimentalizar solutos e
solventes organicos.

Kord e Khaledi (1992), em seus experimentos com forca idnica e
seletividade, observaram que o aumento da concentracdo de micelas na fase
movel hibrida provoca um efeito oposto em termos da seletividade quando
comparada com o efeito causado pelo aumento da concentracdo de solvente
organico. Esta observacao sugere que embora a forca da fase mével aumente com
a elevacdo da concentracdo de micelas e do solvente organico, existe uma
competicdo entre ambos pelo soluto o que provoca um efeito matuo de um e do
outro no controle da seletividade e da retengéo.

A Equacdo 13, desenvolvida por Kord e Khaledi (1992), € derivada da
logaritmica da Equacdo 7 para a avaliacdo da forca de eluicdo do solvente

organico.

logk =logK s —log(1+ K ,,[M]) (13)

Assumindo uma relagdo linear entre log k, log Kas e log (1+ Kam[M])
com a fracdo de volume de solvente orgénico, simbolizado por ¢, 0s autores
obtiveram a Equacdo 14, Equacdo 15 e Equacdo 16 a seguir, onde, ko, Kaso €
Kamo S80 pardmetros associados a fase movel micelar pura (na auséncia de
solvente organico), Sy, esta relacionado a forga de elui¢do na fase movel micelar,
e Ss e Sy, representam, respectivamente, a sensibilidade as variacdes da particao
do soluto advindo do solvente para a fase estacionaria e do solvente para as

micelas com mudancas em ¢ (Kord e Khaledi, 1992).

logk =logk, — S, ¢ (14)

log K5 =10g K5 o — S5 (15)

log(1+ Ky [M]) = log(1+ Ky o[M]) = S0 (16)
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Na Equacdo 17, o sinal negativo mostra a natureza competitiva de dois
equilibrios de particdo (na fase estacionaria e na fase micelar). Na auséncia de
micelas, Spyp € igual a Ss, ou seja, Spyp sera igual a forga de eluicdo em fase movel

hidro-organica da cromatografia convencional.

7)

Shyb = Ss _Sm

Usando alcodis como modificadores de micelas de SDS e CTAB, o valor
de Shy, varia de acordo com o alcool utilizado, na seguinte ordem: Spentanol >
Shutanol > Spropanol > Smetanol- ESSa ordem coincide com a da forga da fase movel
hidro-organica para o sistema de cromatografia convencional. A mudanca de
solvente organico—provocara mudancas especificas na forca de eluicdo e na
seletividade da fase mdvel micelar, além do aumento da capacidade de resolucéo
dos picos cromatograficos, o que melhora a eficiéncia da anlise. Curiosamente,
h& pouco mais de 12 anos apenas, a ACN tem sido usada em MLC e tem se
mostrado bastante eficiente no que diz respeito a resolucdo dos picos. Este fato
ocorre, provavelmente, devido & sua baixa forca de eluicdo (Ruiz-Angel et al.,
2009; Lopez-Grid et al., 2001).

Ruiz-Angel e colaboradores (2002) examinaram a capacidade de se
resolver picos com MLC, avaliando varias séries de solutos de diferentes graus de
polaridade, utilizando como fase estacionaria o C18. Em todos os casos, 0s
compostos com grande variedade de polaridade tiveram seus picos muito bem
resolvidos e com tempos de analise relativamente curtos utilizando pequena
fracdo de volume de modificadores orgénicos. Para cada série de solutos, de
acordo com 0s seus respectivas constantes de particdo, foi estudado o efeito da
natureza e da porcentagem de modificador (propanol, butanol, pentanol, metanol e
ACN). Surpreendentemente, os picos foram melhor distribuidos no cromatograma
obtido por MLC quando comparado com o obtido por cromatografia convencional
de fase reversa. A retencdo diminuiu em maior extensdo para 0s solutos
hidrofobicos quando se aumentou a concentracdo do modificador orgénico. Esse
comportamento é similar ao obtido com a da eluicdo por gradiente em

cromatografia convencional.
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Por outro lado, o uso de gradiente de eluicdo em MLC pode ser vantajoso
na separacdo de misturas de compostos com grande variedade de polaridades, uma
vez que a fase estacionaria modificada pelo surfactante mantém sua composicao
constante durante o processo de gradiente de concentracdo micelar, sendo apenas
necessario reequilibrar o sistema cromatografico com a composicdo inicial da fase
movel antes da proxima corrida cromatogréfica. A previsdo da retengdo em
condicdes de gradiente em MLC foi desenvolvida por Snyder, que assumiu que 0
efeito causado pela mudanca da concentracdo do surfactante guarda uma relacéo
linear com a mudanca da retencdo (Garcia-Alvarez-Coque et al., 1997).

Em MLC, a eluicdo por gradiente pode ser realizada pelo aumento da
concentracdo de micelas e/ou concentracdo do modificador organico durante a
corrida. A composicdo da fase estacionaria (que é modificada pelos monémeros
livres) ir4 permanecer a mesma durante o gradiente de concentragdo de micelas,
ndo sendo necessario o reequilibrio da coluna apds cada corrida (Madamba-Tan et
al., 1994).

Madamba-Tan et al. (1994) relataram que o gradiente de solvente organico
pode modificar a composicdo da fase estaciondria modificada, uma vez que
proporcionam a dessorcdo dos mondmeros da fase estacionaria dependendo da
concentracdo do aditivo. Porém, eles observaram que, limitando a concentracéao
méaxima do modificador (por exemplo, em 3 a 15% de propanol) ndo ocorre
disturbio do equilibrio da coluna.

Pela Equacdo 18 pode-se observar que a relacdo entre a concentragdo do
surfactante, [M], e o volume do solvente organico, V, é linear, onde b é o

coeficiente angular e a a concentracéo inicial de M (Madamba-Tan et al., 1994).

[M]=a+bV (18)

A previséo do tempo de retencdo em MLC em condic¢des de gradiente de
fase movel tem sido baseado na teoria desenvolvida por Snyder, assumindo o
modelo linear da Equacdo 7, sendo a correlacdo existente entre o modificador
organico e concentracdo de micelas da Equacdo 18. Dessa forma, obtém-se a
Equacéo 19, onde ty é o tempo de retengéo por gradiente, to € o tempo morto, Vot
¢ a taxa de fluxo, k’g é 0 fator de capacidade do soluto na fase mével inicial, e tp é

0 tempo necessario antes do gradiente atual alcancar o topo da coluna. Esse
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modelo tem apresentado uma boa correlagdo para uma grande variedade de
solutos e para a variagdo da concentracdo de SDS na faixa de 0,1 a 0,5 mol L-1
(Garcia-Alvarez-Coque et al., 1997).

tK,o 1 o KbV, .t
:—(——.+\/(]/k) $2—AMZ0 (1 D))yt +t (19)
’ KAM bVO kO ° KAS tOkO ° °

e Fase movel micelar hibrida: efeito do pH sobre a retencéo

A retencdo de acidos organicos fracos e bases orgénicas fracas € afetado
pelo pH da fase movel. Pequenas mudancas no pH podem alterar
significativamente o comportamento de retencdo, principalmente quando o valor
do pH da fase mével for proximo da constante de ionizagdo, simbolizado por
Ky. Para se entender melhor o mecanismo de retencdo e planejar a analise
cromatografica por MLC, deve-se conhecer o valor do Ky dos solutos no meio
micelar (Berthod e Garcia-Alvarez-Coque, 2000).

A interacdo dos 4&cidos e bases com agregados micelares induzem
significativamente a mudanca do pK, que pode ser racionalizada em termos de
particdo das espécies e contribuicdes eletrostaticas (incluindo o efeito da adicdo de
sais). Quando as espécies participantes do equilibrio de ionizacdo de um &cido
fraco HA (Equacao 20) se distribuem entre a fase aquosa e a pseudofase micelar, a
constante de ionizacdo aparente, simbolizado por Ky*", pode ser expressa
conforme a Equacgéo 21, onde Kyam € Kawm S80, respectivamente, as constantes de
ligagdo das espécies protonada e desprotonada com a micela (Pelizzetti e
Pramauro, 1985).

HA — H"+A (20)
KHaPP = KH[(l + KHAM[M])/(1+KAM[M]) (21)
Na Figura 13 sdo apresentados os equilibrios quimicos que podem ocorrer,

em maior ou menor grau, nas analises de compostos ionizaveis. A retencéo do

soluto é governada por dois equilibrios de particao.
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Fase micelar

K'H}L\V \K'A_\-i
fase aquosa / . fase aquosa

K's

dgua + dlcool @ LS 6 dgua + édlcool

Fase estacionaria modificada

Figura 13. Equilibrio de distribui¢do do soluto-micela e soluto-fase estacionaria na fase mével
micelar com modificador organico (adaptado de Garcia-Alvarez-Coque, 1997).

Garcia-Alvarez-Coque, além de considerar que o soluto tem propriedades
acido-base, introduziu mais um fator que é a alteracdo dos equilibrios das trés
fases pela presenca de um modificador organico, simbolizado por D.

Na Figura 13, o primeiro equilibrio se refere a distribui¢do do soluto entre
a micela e a fase moével aquosa. O segundo € a distribuicdo que ocorre entre a fase
estacionaria modificada e a fase mdvel. O terceiro e ultimo é o da transferéncia
direta do soluto proveniente da micela para fase estacionaria. O ultimo equilibrio
pode ser negligenciado para solutos que possuem afinidade pela fase movel
aquosa, exceto para 0s compostos muito apolares. Os equilibrios quimicos
propostos por Garcia-Alvarez-Coque et al. (1997) foram traduzidos nos termos
moleculares na Equacdo 22, onde, Kap € Kup medem a variagdo relativa da
concentracédo do soluto na fase aquosa e na fase rica em micelas, respectivamente,
na presenca de um modificador orgénico, em comparagdo com uma fase rica em

micelas pura (sem modificador) (Collado-Sanchez et al., 2010).
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K'H
HA A+ HY K, =[A]HT[HA] (22a)
KHSD ,
HAS == HAW K'ow= Kuso/Kiap  (220)
KAD ,
AW === AS K'aw = Kap/Ksp (22¢)
SD
KHAD .
HAW === HAM K'yau = Kiao/Kuvp  (220)
HMD
KMD ,
AM == AW K= Kuo/Kap  (22€)

Os modelos matematicos descritos previamente para o calculo dos fatores
de retencdo (k) para solutos neutros podem ser estendidos para solutos ionizaveis.
As interacOes das formas protonadas HA e das formas dissociadas A" com a fase
estacionéria, S, e o surfactante na micela, M, formardo os complexos HAS, HAM,
HAW, AS, AM e AW (Arunyanart e Cline Love, 1985).

As interacdes de solutos ionizaveis com a fase estacionaria modificada e
com as micelas deslocam o equilibrio &cido-base na fase mdvel. As reacdes acido-
base sdo processos secundarios que modificam as interacdes que ocorrem dentro
do sistema cromatografico. Mudancgas no comportamento &cido-base e na retencdo
de solutos ionizaveis podem ser observadas em surfactantes idnicos e ndo-iénicos.
O efeito mais pronunciado na retencdo é a interacdo eletrostatica entre o soluto, a
fase estacionaria modificada e as micelas (Ruiz-Angel et al., 2009).

Para acidos fracos eluidos em sistema com SDS (surfactante anidnico), o
maior e 0 menor tempo de retengcdo ocorrem, respectivamente, em meio acido,
onde as espécies neutras sao dominantes e em meio basico, onde espécies
aniodnicas (desprotonadas) prevalecem, levando a repulséo eletrostatica.

Para bases fracas, a especie catidnica protonada sera mais retida em pH
mais baixo do que as espécies neutras. O decréscimo do tempo de retencdo em
funcdo do valor do pH da fase mdvel sugere que a interagdo dos solutos com a
superficie da fase estacionaria carregada negativamente (modificada com SDS) é
o fator dominante.

Em MLC com SDS, a dependéncia do valor de k em relacdo ao pH de
acidos e bases fracas tem forma sigmoide descendente, isto €, a retencdo diminui
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com o aumento do pH. Para sistemas que utilizam o CTAB (surfactante
catibnico), tais curvas sdo ascendentes (Ruiz-Angel et al., 2009). O aumento do
tempo de retencdo, em fase movel com valores de pH mais baixos, pode ser
atribuido ao fato de que os solutos interagem mais fortemente com a superficie da
fase estacionaria modificada, do que na fase mével micelar (Berthod e Garcia-
Alvarez-Coque, 2000).

Para solutos monoproticos, a constante de protonacéo aparente, em sistema
cromatografico convencional de fase reversa, pode ser determinada pela medida
do valor de k com a variagdo de pH (Equagdo 23), onde ka € Kya,
respectivamente, sdo fatores de retencdo das espécies bésicas e acidas, Ky é a
constante de protonacdo na fase mével, e [H'] a concentracio hidrogenionica
(Ruiz-Angel et al., 2009).

k = kA+kHAKH[H+] (23)
1+ K, [H']

A magnitude da mudanca do valor de Ky deve ser maior para os analitos
gue possuem maior interacdo com a fase estacionaria modificada. O valor de Ky
também diminui com o aumento da concentracdo de solvente organico no meio
micelar. Isto ocorre devido a modificacdo da constante termodindmica em
misturas de solventes aquosos e organicos e devido ao deslocamento do equilibrio
acido-base advindo de mudanca da interacdo soluto-micela na presenca do
modificador (Berthod e Garcia-Alvarez-Coque, 2000).

O valor de pH da fase movel utilizada em cromatografia com fases
estacionarias com suporte de silica e limitado entre 3,0 e 8,0. Este fato pode ser
um problema na separacdo de &cidos e bases que possuem o valor de Ky proximo
a esses valores limites de pH. O decréscimo da forga &cida dos solutos em meio
micelar (aumento positivo no log Ky) amplia a faixa de pH onde as espécies
acidas sdo mais dominantes, resultando em trés vantagens. A primeira delas € o
fato de a maxima retencdo da espécie protonada (kya) ser observada dentro do
limite de operacdo das colunas a base de silica. A segunda vantagem € o maior
tempo de vida das colunas quando se trabalha com valores entre os limites
superiores e inferiores de pH, o que leva a resultados reprodutiveis, desde que o

pH da fase movel esteja abaixo do pK, da espécie, onde apenas uma forma
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predomina. E, finalmente, cada composto em uma mistura comporta-se de
maneira distinta para variagfes de surfactantes e modificadores organicos,
resultando em valores diferentes de Ky dos compostos eluidos em fase movel rica
em micelas contribuindo assim para o aumento da seletividade (Ruiz-Angel et al.,
2009).

Em funcdo da concentragdo micelar e do pH, colunas de fase ligada com
ciano e C18 interagem de forma diferente com os monémeros dos surfactantes,
resultando em um comportamento de eluicdo especifico para espécies organicas
acidas e bases fracas. Por exemplo, os analitos anibnicos s&o eluidos rapidamente
em C18 modificado com SDS, devido a repulsdo eletrostatica tanto da fase
estacionaria modificada quanto da micela na fase mdvel (Berthod e Garcia-
Alvarez-Coque, 2000).

O fator de retencdo em um sistema de cromatografia micelar é descrito como
(Equacdo 24), onde [AS], [A], [AM] sdo as concentracdes das espécies basicas e
[HAS], [HA], [HAM] sdo das espécies acidas.

K= [AS]+[HAS ] (24)
[A]+[HA]+[AM ]+ [HAM]

Substituindo as concentracbes pelas respectivas equacBes de equilibrio,
temos a Equagdo 25, onde KHas e KHam S80 as constantes aparentes da
protonacdo do soluto ligado, respectivamente, a fase estacionaria e a fase micelar,

ou seja, as micelas.

KAS + KHASKH[H+]
. 4+ KJHD K
((KA,\,I + Kam KH[H+]) 1+ KA'J',\,I [M]
“ A+ Koy [H DM
(25)

e O tempo morto em MLC

A obtengdo de um valor confidvel do valor de k requer uma determinacéo

exata do tempo morto no sistema cromatografico. Porém, quando a fase moével
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micelar é usada, mudancas na camada de surfactante adsorvido na fase
estaciondria tornam imprevisiveis o formato e a intensidade das perturbagdes que
aparecem no inicio do cromatograma, especialmente quando a composicdo da
solucdo da amostra introduzida é muito diferente da fase movel (Torres-Lapasio et
al., 1996).

Segundo Torres-Lapasio et al. (1996), em muitos trabalhos com MLC se
mede o tempo morto pela adi¢do de agua, de solugédo aquosa salina (NaNOg, Nal,
KI) ou ainda com solventes organicos, tais como metanol ou ACN. Porém,
recomenda-se que o tempo morto seja medido pelo maximo do pico de uma
substancia que ndo possui interagdo com a fase estacionaria, e cuja interferéncia
dos solventes organicos e sais na composicdo da fase estacionaria modificada ja
tenha sido estudada.

O critério aplicado para determinar o tempo morto é a posi¢ao (ou tempo)
do méximo do primeiro pico da perturbacdo na linha base, a partir da introducédo
da amostra. O primeiro critério € bastante simples, porém a variabilidade da forma
e posicdo do primeiro pico com fases mdveis de composi¢bes variadas leva a
valores imprecisos. Em contrapartida, medir o tempo do inicio do primeiro pico
principal no cromatograma é bastante reprodutivel.

A medicdo do tempo morto através da introducdo de agua ndo € muito
reprodutivel, especialmente quando os dados sdo medidos no maximo da primeira
perturbacdo da linha de base. Essa medicdo é melhor realizada quando feita por
introducdo de solugdo micelar (Berthod e Garcia-Alvarez-Coque, 2000).

Para se determinar constantes fisico-quimicas é requerido um valor de
tempo morto com maior exatiddo, caso contrario, os valores de k podem ser
negativos. Porém, quando o tempo de retencdo estimado é usado apenas para
prever a posicdo dos picos cromatograficos, o valor do tempo morto pode ser

aproximado.

2.3.6

Causas e remediacao da baixa eficiéncia da MLC

Uma das desvantagens da MLC em relacdo a cromatografia convencional

de fase reversa € a baixa eficiéncia que resulta em picos cromatograficos largos.
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Armstrong et al. (1986), Dorsey et al. (1983) e Borgerding e Hinze (1985)
atribuem isso a lenta transferéncia de massa de soluto entre as micelas e a fase
estacionaria modificada que é, muitas vezes, decorrente da alta viscosidade da
fase movel rica em micelas. A principal diferenca entre a fase movel convencional
e a micelar é a adsorcdo do surfactante na fase estacionéria, sendo este fator
apontado como motivo pela menor eficiéncia da MLC. Para atenuar esse
problema, duas propostas foram apresentadas: (i) adicdo de pequena quantidade
de propan-2-ol para diminuir a quantidade de surfactante adsorvido na fase
estaciondria e (ii) aumento da temperatura da coluna para diminuir a viscosidade
(Berthod, 1997).

O aumento da temperatura da coluna também leva a um aumento da
eficiéncia dos picos (efeito cinético) devido ao aumento da taxa de transferéncia
de massa de soluto. Por outro lado, maiores temperaturas podem provocar efeitos
indesejaveis, tais como a decomposi¢do da amostra ou degradagdo da fase movel
micelar, formacdo de bolhas, deslocamento do equilibrio cromatografico e
aumento da solubilidade da silica. A avaliacdo da assimetria do pico pode indicar
que 0 aumento da temperatura estd sendo prejudicial no processo de separacdo
(Momenbeik e Khorasani, 2005).

e Processo cromatografico e eficiéncia

A qualidade do cromatograma depende de processos termodinamicos
(tempo de retencdo) e cinéticos (eficiéncia de pico). A termodindmica do processo
cromatografico é responsavel pela retencdo do soluto. O volume de retencéo,
simbolizado por Vg, esté relacionado com a constante de afinidade do soluto pela

fase estacionéria, K (Equacéo 26) e o valor de k, sendo expresso na Equacgéo 27.

Vs =V + KVg (26)

k=(Vr— Vo) / Vo= K¢ 7)

O volume de retengdo Vg e 0 valor de k sdo parametros que dependem da
termodindmica, logo, dependentes da temperatura. Dessa forma a equacéo classica
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da energia livre de Gibbs pode ser combinada com a Equacdo 27 para se obter a
Equacdo 28 (equacdo de Van’t Hof¥).

Ink = - AH% + ASY/R + Ing (28)

Se a variacdo de entropia padrdo (AS°) e a variacdo de entalpia padrdo
(AH®) forem constantes na faixa de temperatura de trabalho, a relagdo entre In k
em funcdo de 1/T serd linear. VariacOes desses parametros indicariam uma
mudanca no mecanismo cromatografico com a temperatura (Berthod, 1997).

A cinética do processo esta ligada a eficiéncia do pico. O nimero de pratos
teoricos (N), que é uma medida da eficiéncia da coluna, € melhor estimado usando
a equacao de Foley-Dorsey (Equacédo 29) quando a forma do pico simétrico for a
de uma distribuicdo Normal, onde tz é o tempo de retencdo do soluto, wp; é a

medida da largura do pico a 10% da altura, B/A é a medida da assimetria do pico.

t 2
41 7(R
( W01)

Pelo fato da Equacgdo 29 levar em conta a assimetria do pico, que é um
indicativo da perda da qualidade de separacdo. Quanto maior a eficiéncia da
coluna, mais préximo da unidade é a razdo B/A (Berthod e Garcia-Alvarez-
Coque, 2000). De acordo com Snyder e Kirkland, a contribuicdo pelo alargamento
do pico cromatografico pode ser representado pela Equacdo 30 onde os valores de
C sdo coeficientes constantes da altura do prato teorico, relacionados com a
difusdo de Eddy (Ce), transferéncia de massa da fase moével (C.), difusdo
longitudinal (Cy), transferéncia de massa entre a fase estacionaria e a fase movel
(Csm) e transferéncia de massa da fase estacionaria (Cs). A camada delgada da fase
estacionaria ¢ simbolizada por ¢f, onde D, é 0 coeficiente de difusdo do soluto na
fase movel, Ds é o coeficiente de difusdo do soluto na fase estacionaria e u é a

velocidade da fase movel.

C.d?u C.d%u C.®%u
H=Cd, +—" +CdDm+ smep” y Te
D, u D D

m S

(30)
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A equacdo de Knox (Equacdo 31) é usada em cromatografia liquida para
determinar a contribuicdo da largura do Gltimo pico do soluto, onde A, B e C séo
constantes da equacdo de Knox, (relacionadas com fluxo, difusdo longitudinal
molecular e processo de transferéncia de massa, respectivamente), h é a altura do
prato reduzido — calculado como h = H/dp, onde H é a altura do prato teorico da
coluna (H = L/N, onde L é o comprimento da coluna) — d, € o diametro da
particula da fase estacionaria e v é a velocidade da fase movel reduzida (v = udy/
Drm)

_ A, 13, B
h=Av +/)+Cu (31)

Na Equacéo 31, o termo A néo pode ser expresso facilmente. O tratamento
tedrico ligado a esse termo esta relacionado aos pardmetros estruturais da coluna
empacotada como a porosidade, volume do poro, didmetro do poro e
irregularidade. O termo B por sua vez pode ser escrito na Equacdo 32, onde ym € s

sdo fatores de impedimento para difusdo através do material granular e/ou poroso.
B =2y, +7,(D,/ D)k (32)
O termo C (Equacdo 33) da equacdo de Knox (Equacdo 31) representa a

contribuicdo da transferéncia de massa do soluto no alargamento da banda, onde

v € a fracdo da fase movel e g é o fator geométrico dependendo da porosidade.

K'+y ., D
C= m 33
q<1+k') (7smem+k'yst) 33

A causa mais comum do alargamento da banda é a sobrecarga da fase
estacionaria. Isto pode ser atribuido ao fenbmeno de exclusdo dos solutos
volumosos nos poros estreitos da fase estacionaria. Além disso, interacfes entre a
superficie dos silandis (carregados negativamente) e as substancias basicas
(carregadas positivamente), especialmente aminas, aumentam a largura do pico

correspondente, deformando-os.
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Segundo Berthod e Garcia-Alvarez-Coque (2000), se o soluto permanece
um maior tempo dentro da micela e interage menos tempo com a fase
estacionaria, este sera menos retido. Aparentemente, seria como se a coluna fosse
menor para esse soluto do que ela realmente é. A constante que controla a difusao
do soluto dentro da micela para fase aquosa é inversamente proporcional a
constante de difusdo da micela para fase aquosa (Kwwm). Nos casos onde os solutos
permanecem mais tempo dentro das micelas havera uma reducéo de Kyw levando
a uma diminuicdo no coeficiente de difusdo na fase movel (D). Isto mostra que o
coeficiente de difusdo Dy, diminui em fungédo da inclusdo da micela. A difuséo
global do soluto (D) na fase mével micelar, depende do coeficiente de difusdo na
micela (Dyv) e do coeficiente de difusdo do soluto na fase aquosa (D), conforme
pode ser observado na Equacéo 34, onde y € dado pela constante de afinidade do
soluto pela micela (Kwwm), medido por MLC (Equacéo 35), onde o produto [M]v é
a porcentagem do volume da fase micelar e (1 — [M]v) é a porcentagem do

volume na fase aquosa.

_(Du Dy
D, =)+ () 59
_1-[M]o
- Kwm[M Ju (39)

Os solutos mais retidos e que mostram afinidade pela fase micelar sdo os
gue também possuem maior afinidade pelo surfactante adsorvido na superficie da
fase estacionaria e, portanto, terdo menor eficiéncia, como € o caso dos solutos
hidrofobicos (Berthod e Garcia-Alvarez-Coque, 2000).

Uma relagéo linear foi estabelecida entre Kyw € 0 tamanho da cadeia
alquila do alcool priméario usado como modificador organico. Com o aumento da
cadeia alquilica, o alcool tem mais afinidade pela fase mével micelar e menos
afinidade pela fase aquosa. Dessa forma, a adicdo de alcodis leva & diminuigéo da
afinidade dos solutos pelas micelas, aumentando a taxa de saida do soluto da
micela. Esse efeito pode ser medido pela variacdo da constante de Kyw (Berthod,
1997).
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Na MLC, como as moléculas de alcoois e surfactantes competem pelos
sitios de adsorcdo na fase estaciondria, a adicdo de alcool, dependendo do
tamanho da sua cadeia, levara, em diferentes extensdes, a uma diminui¢do da
quantidade de surfactante adsorvido. Por sua vez, a dessorcdo do surfactante esta
ligada a reducdo da espessura da camada da fase estacionaria (@ ¢; Equagéo 30) e,
consequentemente, provocara a diminuigdo da altura do prato tedrico, H (Berthod,
1997).

Ao mesmo tempo em que ha um ganho na eficiéncia (efeito cinético)
quando se adiciona um modificador organico na fase micelar, ha uma redugédo do
tempo de retencdo (efeito termodindmico). A relagéo entre o fator de aumento da
eficiéncia em funcgéo do valor de log Kyw foi estudado ap6s adicdo de alcodis em
sistemas contendo benzeno e etilantraquinona. Para o benzeno, 0 maior ganho na
eficiéncia foi com a adicdo de butanol, enquanto para etilantraquinona foi o
hexanol, com um ganho de 22 vezes.

Outro fator a ser considerado é a viscosidade, ja que quanto maior a
viscosidade da fase mdvel maior serd a pressdo no sistema cromatografico e,
portanto, sera limitante para a escolha do modificador orgénico. A fase micelar
hibrida é mais viscosa do que a fase micelar sem adi¢cdo de modificador organico
como os alcoois. Especificamente para os alcoois, 0 aumento da cadeia alquililica
também aumenta a viscosidade da fase mével. A natureza e a quantidade de alcool
que deve ser adicionado na fase moével micelar deve ser escolhido em funcéo da
natureza e da concentracdo do surfactante (Berthod e Garcia-Alavrez-Coque,
2000).

Segundo Berthod (1997), o aumento da temperatura provoca um efeito
positivo no ganho da eficiéncia, porém diminui o tempo de retencdo e a
viscosidade da fase mével. O decréscimo de k com a temperatura é previsto pela
equagao de Van’t Hoff (Equagao 28). Atraves de estudos com varios surfactantes
em relacdo a variacdo de entropia e de entalpia, Berdad e Cotton (1991) chegaram
a conclusdo de que o processo de retengdo em MLC é governado pelo efeito
entropico, sendo que a magnitude de diminuicdo de k em relacdo a adicdo de
alcool é bem mais significativa se comparado com o efeito causado pela mudanca
na temperatura.

Concluindo, trés fatores podem aumentar a eficiéncia em MLC: (i)

aumento da temperatura; (ii) adicdo de modificador orgéanico na fase mavel
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micelar; (iii) baixos valores de razéo de fluxo de trabalho. Todos esses fatores iréo
decrescer o tempo de reten¢do, porém se o tempo ndo for uma prioridade, a menor
razdo de fluxo poderd facilmente aumentar o ganho na eficiéncia e,

consequentemente, na resolucdo cromatogréafica.
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2.4

Fluorescéncia

Na fluorimetria (ou na deteccdo fluorimétrica) o que € medido é a
fluorescéncia, que envolve a transicdo radiante (com emissdo de radiacao
eletromagnética no UV-visivel) entre estados de mesma multiplicidade (no caso,
ambos do tipo singleto). A espécie quimica fluorescente é comumente
denominada fluoréforo (Ingle e Crouch, 1988). A fluorescéncia é comum nos
compostos que possuem grupos aromaticos de estrutura rigida que favorecem
transicdo eletronica de baixa energia, do tipo =m-n*. A eficiéncia quéantica
fluorescente, que é a razéo entre o numero de fotons que excitam uma populacdo
de moléculas e o nimero de fétons emitidos por fluorescéncia por essa mesma
populacdo, tende a aumentar quando se tem maior conjugacdo de insaturacfes
como, por exemplo, em sistemas aromaticos condensados. De forma geral, um
aumento na extensdo da conjugacdo desloca o espectro de absorcdo e de emisséo
para comprimentos de onda maiores (deslocamento batocrémico), além de
aumentar o rendimento quantico de fluorescéncia.

A presenca de substituintes doadores de elétrons (por exemplo, grupos
carbonila) favorece a disponibilidade eletrénica dos sistemas insaturados
conjugados tendendo a aumentar a capacidade da molécula em fluorescer. Por
outro lado, a presenca de heteroatomos na cadeia principal da estrutura de uma
molécula pode vir a diminuir a fluorescéncia emitida, ja que o heteroatomo pode
promover a despopulacdo parcial do estado singleto excitado para o tripleto via
acoplamento spin-orbital.

Para hidrocarbonetos aromaticos, as transi¢cbes de menor energia sdo do tipo
n — 7*, que sdo caracterizadas por altos coeficientes de absor¢do molar e
elevados rendimentos quéanticos de fluorescéncia. Quando um heterodtomo esta
envolvido, a transigdo n — 7* em geral € a transicdo de menor energia. Essas
transicOes caracterizam-se por possuir coeficientes de absorcdo molar que sdo
aproximadamente 100 vezes menores do que aqueles das transi¢cbes 1 — n* e 0
tempo de vida radiante € 100 vezes mais longo. Isto explica o baixo rendimento
quantico de fluorescéncia de muitas moléculas onde a transi¢do eletronica n — ©*

é predominante. Isto acontece com a maioria dos compostos azo e com alguns
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compostos que possuem grupamentos carbonila ou nitrogénio heterociclico
(nitrogénios tipo piridina).

O efeito de substituintes sobre as caracteristicas de fluorescéncia dos
hidrocarbonetos aromaticos € complexo e as generalizacGes devem ser feitas com
cuidado. Ambas, natureza e posicdo de um substituinte podem afetar estas
caracteristicas. No caso dos substituintes que doam elétrons para o sistema,
geralmente, ocorre uma inducdo do aumento do coeficiente de absor¢do molar e
um deslocamento nos espectros de excitacdo e emissdo para regides de menor
energia. Os espectros tendem a ficar mais largos e menos estruturados, porém a
fluorescéncia é amplificada. Por outro lado, grupos cetdnicos (-C=0) e
carboxilicos (—-COOH) fazem com que as substancias tenham baixas energias
associadas as transi¢des n — n* (transi¢Oes preferenciais) e, por isso, exibem um
baixo rendimento quantico de fluorescéncia. O decaimento de energia,
favorecendo a mudangca de multiplicidade da populacédo excitada e, por
consequéncia, diminuindo a fluorescéncia (Schulman, 1976). Em geral, a presenca
de atomos pesados como substituintes de moléculas aromaticas (ex. Br, 1) resulta
em uma extingdo da fluorescéncia devido ao aumento na probabilidade do
cruzamento intersistema.

Na Figura 14 é apresentado um diagrama parcial de niveis de energia que
indica os processos envolvidos nas transicdes eletronicas de uma populacdo de
moléculas fotoluminescente tipica.

Neste diagrama, estdo representados os niveis energéticos fundamental (So) e
excitados S; e S, (singletos) e o Ty (tripleto). Apds absorver fétons na regido UV
ou visivel (A), a populacdo de moléculas passa do estado fundamental para um
estado excitado e, eventualmente, retornam ao estado Sp pela combinacdo de
varios mecanismos. A fluorescéncia (F) e a fosforescéncia (P) sdo 0s processos
onde ocorre a emissdo de foton (indicados pelas setas cheias da Figura 14). Outras
etapas sdo ndo-radiantes, como conversdo interna e externa, ou etapas de
relaxamento vibracional (RV) ou de cruzamento intersistemas (CIS) que estdo

indicados por setas sinuosas na Figura 14.
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Figura 14. Diagrama de energia, mostrando os processos fisicos que podem ocorrer apds uma
populacdo de moléculas absorver fétons na regido do UV ou visivel. Os singletos representados
por S, (nivel energético fundamental) podem absorver fétons na regido UV ou visivel (A) e passar
para o niveis excitados S; e S, e 0 T, (tripleto). A fluorescéncia (F) e a fosforescéncia (P) séo os
processos onde ocorre a emissdo de féton (indicados pelas setas cheias). RV (relaxamento
vibracional) e CIS (cruzamento intersistemas) sdo etapas ndo-radiantes, como conversao interna e
externa.

A desativacdo radiante denominada fluorescéncia ndo envolve uma
mudanca na multiplicidade do estado excitado (ndo hd& mudanca no numero
quantico de spin do elétron promovido para o orbital de maior energia), isto €, a
transicdo ocorre entre 0s estados singletos (mais comumente a transicdo S; — So).
Como consequéncia, a fluorescéncia possui tempos de vida da ordem do ns.
Assim, se a desativacdo por fluorescéncia for rapida em relacdo aos outros
processos sem radiacdo, maior sera a eficiéncia quantica (¢) do processo, ja que
esse parametro pode ser também expresso pela razdo entre a constante de
velocidade da fluorescéncia e o somatorio das constantes de velocidade de todos
0s processos que desativam a populagéo do estado excitado singleto. Essa relacéo
é mostrada na Equacédo 36, onde kr é a constante relativa a fluorescéncia, ki é a
constante relativa ao cruzamento intersistema, Ke, Kei, Kpa € Kg sao,
respectivamente, as constantes de conversdo externa, conversdo interna, pre-
dissociacdo e dissociagdo. As constantes kyq e kg sdo dependentes da estrutura
quimica, enquanto que as demais séo fortemente influenciadas pelo ambiente e,

em menor grau, pela estrutura (Ingle e Crouch, 1988).
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A intensidade da fotoluminescéncia pode ser reduzida em funcdo da
presenca de algumas substancias conhecidas como supressoras ou quenchers. A
supressdo de luminescéncia ou quenching € qualquer processo, hormalmente nao-
radiante, que faz com que a intensidade da luminescéncia de uma espécie quimica
em uma amostra seja menor do que aquela esperada para um padrdo da espécie de
concentracédo equivalente (Ingle e Crouch, 1988).

Os processos de guenching podem ser dindmicos ou estaticos. O quenching
dindmico ou colisional requer contato entre o lumindforo excitado e a espécie
supressora. Ja no quenching estatico, a molécula supressora e o fluoréforo, no
estado fundamental, formam um complexo estavel ndo fotoluminescente. A
natureza do sistema de solventes também é fator relevante sendo que a sua
viscosidade, polaridade e carater protico podem afetar, significantemente, a
luminescéncia. A viscosidade pode diminuir a taxa de colisdes bimoleculares com
as espécise supressoras de luminescéncia diminuindo o efeito de supressdo seja do
tipo estatico ou dindmico. Ja a polaridade e o carater prético do solvente sdo
importantes, pois afetam as energias relativas do estado excitado que afetam a
eficiéncia dos processos ndo radiantes de desativacdo de populacdo no estado
excitado. Estrutura molecular e rigidez estrutural, composicdo do sistema de
solventes, temperatura e pH do meio também podem afetar a intensidade da
fluorescéncia, logo, a escolhas das condigdes experimentais, por exemplo, da fase
movel em cromatografia, tem repercussdo na qualidade da medicdo de
fluorescéncia.

Em especial, o efeito do pH dos sistemas de solventes préticos € relevante na
fluorescéncia em moléculas aromaéticas contendo grupos funcionais basicos ou
acidos, sendo muito comum observar uma diferenga significativa entre as
propriedades luminescentes de moléculas protonadas e ndo-protonadas. De fato,
um dos aspectos mais relevantes das reacOes A&cido-base de moléculas
potencialmente luminescentes é a producdo de derivados com maior eficiéncia
quantica devido a protonacao ou hidrolise.

A excitacdo de uma molécula aromatica que possui um grupo funcional

acido ou basico altera a distribuicdo das cargas eletronicas na molécula como um
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todo, resultando em um aumento ou decréscimo da densidade eletrénica na regido
acida ou basica do grupo funcional diretamente ligado ao anel aromatico
(Schulman, 1976). A ocorréncia de reacfes acido-base entre moléculas organicas
excitadas e componentes do sistema de solventes é um fenbmeno que pode
ocorrer, especialmente em meio aquoso. Em alguns casos, somente a forma
protonada ou desprotonada do analito pode ter fluorescéncia relevante. Assim, a
variacdo do pK, do estado excitado pode influenciar a intensidade da
fluorescéncia, como ilustrado no esquema da Figura 15 (Schulman, 1976). De
fato, o valor do pK, de uma espécie quimica no estado excitado pode ser de 4 a 9
vezes menor que o valor pK, no estado fundamental (Ingle e Crouch, 1988).

pK*
HA* =—— H'+ A™>*

ho T \L fluorescéncia

PK, 4 -
HA —= H' +A

—~——

Figura 15. Esquema da protonagdo, desprotonacdo, excitacdo e fluorescéncia de moléculas
organicas que possuem carater acido-base.

As substancias aromaticas, tais como a maioria dos luminé6foros, sdo mais
polares quando estdo no estado excitado, devido as mudancas na distribuicdo de
elétrons © da molécula que acontecem na transicdo. As interacBes entre as
moléculas do(s) solvente(s) com as moléculas do soluto tém carater fortemente
eletrostatico e, como normalmente sdao as diferencas entre as energias de
estabilizacdo do estado fundamental e do estado excitado que definem que
processos (radiante ou ndo-radiante) sdo dominantes na desativacdo do estado
excitado.

Estruturas moleculares rigidas (com restri¢des de liberdade vibracional) tém
0 processo de desativacdo ndo-radiante por CI significantemente minimizado com
consequente aumento da eficiéncia quantica. Estrutura moleculares planares
tambeém favorecem a fluorescéncia, pois aumenta a interacdo e a conjugacao entre
0 sistema de elétrons m. A organizacdo obtida num meio rico em micelas podem
produzir efeitos significativos nos parametros de luminescéncia como
comprimentos de onda de excitagdo e emisséo, rendimento quantico, tempo de

vida fluorescente. Isso decorre de mudancas no ambiente de solvatacdo ao redor
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do lumindforo (que afeta a energia relativa dos estados excitados) do aumento de
viscosidade do meio e a protecdo que o sistema organizado pode promover em
termos de minimizacéo de efeitos de supressdo além da restricao de vibracfes que
levam ao relaxamento da molécula por processos ndo radiantes. (Pelizzetti e
Pramauro, 1985).

O ganho de sensibilidade depende da natureza do analito e do tipo de sistema
micelar empregado. Isto se deve ao fato de o grau de associacdo entre a micela e o
analito depender do microambiente formado pela particularidade da micela
adicionada. Em todos os casos, 0 enriquecimento da fluorescéncia (aumento da
fluorescéncia medida) tem como consequéncia geral a melhora do limite de
deteccdo dos analitos, porém tendo que se avaliar também o efeito da presenca de
micelas, em solu¢do, no ruido (Hinze et al., 1984).

Segundo Aiken e colaboradores (1991), o grau de enriquecimento de
fluorescéncia depende da natureza da interagdo soluto-micela. Em seus estudos
com bilirrubina em plasma, fluorescéncia mais intensa foi observada para o
complexo bilirrubina-CTAB devido ao numero de interacbes sendo
provavelmente o fator mais significante o decréscimo do relaxamento vibracional
causado pelo hidrogénio da bilirrubina ligado ao meio aquoso através da
solubilizacdo do analito dentro do nucleo hidrofébico da micela.

Outros exemplos de enriquecimento de fluorescéncia foram: os alcancados
pelos estudos de Biswas et al. (1999) com moléculas de corantes, como a
fluoresceina, em meios organizadores utilizando SDS; por Takeuchi (1997) que
determinou aminoacidos com ganho de até 12 vezes, em termos de limite de
deteccdo, em meio rico em micelas de brometo de hexadeciltrimetilaménio,
guando comparado ao sistema aquosos simples e por Culzoni et al. (2010) que
obteve aumento de fluorescéncia de seis vezes para a galantamina quando o
sistema aquoso foi enriquecido com micelas de SDS.

Existem muitos estudos na literatura que comprovam a melhora significativa
do limite de deteccdo de substancias detectadas por fluorecéncia em abordagens
por MLC em relagcdo ao uso da cromatografia convencional (Berthod e Garcia-
Alvarez-Coque, 2000), porém afimar que a presenca de micelas € a causa unica
para o enriquecimento de sinal pode ser um equivoco, ja que outras condigdes,
como a proporcéo relativa de solventes organicos e pH também devem ser levados

em consideracao.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1012263/CA


106

VO/E9ZZTOT oN [e1b1a oedeoua)d - oi4-ONd


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1012263/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 1012263/CA

107

2.5
Validacéao

251

Parametros de mérito

A Validacdo é definida, pelo Vocabulario Internacional de Metrologia
(VIM, 2012), como uma verificagdo na qual requisitos especificados s&o
adequados para um uso pretendido. A avaliacdo dos parametros de validacéo
possibilita a determinacdo das caracteristicas de desempenho de um método
analitico (INMETRO, 2010). Alguns dos parametros analiticos de validacdo que
sdo exigidos pelo INMETRO sédo: Limite de Deteccdo (LOD) e Limite de
Quantificacdo (LOQ); Linearidade (faixa de trabalho e faixa linear dindmica);
Sensibilidade; Precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria); Exatidao

(recuperacdo e comparagao entre métodos).

Limite de deteccao e limite de quantificacao

O limite de deteccdo (LOD) é definido como a concentracdo do analito
que produz um sinal que pode ser diferenciado, estatisticamente, do sinal do
branco. Ja o limite de quantificacdo (LOQ) é a menor concentracdo ou teor do
analito que pode ser quantificado com a menor incerteza aceitavel e é considerado
o limite inferior da faixa linear de resposta analitica (Valcarcel, 1999; INMETRO,
2010; MAPA, 2011). Na cromatografia, o LOD e 0 LOQ podem ser calculados a
partir de introducGes de solucdes de concentracfes conhecidas e decrescentes de
analito, até que se atinja 0 menor pico possivel de integracdo pelo software do
cromatdgrafo. Apos achar a concentragcdo correspondente ao limite inferior da
resposta analitica, uma curva analitica é construida. Uma solucdo com a
concentracdo correspondente ao limite inferior da resposta analitica foi
introduzida dez vezes no sistema cromatogafico e a média dos resultados, em
concentracdo, X, e seu desvio padrdo, s, foram usados para o céalculo do LOD
(Equacéo 37) e do LOQ (Equagéo 38).
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LOD = X +3s (37)

LOQ =X+ 10s (38)

Linearidade da resposta analitica

A resposta linear € a capacidade de o método produzir resultados
diretamente proporcionais a concentracdo do analito da amostra, dentro de um
intervalo  especificado, produzindo curvas analiticas que podem ser
adequadamente ajustadas pela equacdo de uma reta (INMETRO, 2010; MAPA,
2011). A equacdo da reta que representa uma curva analitica linear é indicada
simplificadamente na Equacéo 39, onde, y é resposta medida (sinal analitico, area
do pico, etc.); x é concentracdo; m € a sensibilidade da curva analitica; b é a

intersecdo com o eixo y, quando x = 0.

y=mx+b (39)

A linearidade da resposta analitica pode ser avaliada pelo coeficiente de
correlacdo linear (R) que é frequentemente usado para indicar o quanto pode ser
considerada adequada a equacdo da reta como modelo matematico. O coeficiente
de determinacéio, R?, fornece a ideia percentual de correlagdo dos pontos com a
reta. Quanto mais préximo de 1, melhor é a representacdo do modelo matematico
expresso pela equacdo da reta, entretanto, a avaliacdo da linearidade apenas pelo
R? pode induzir a erros.

No método dos minimos quadrados simples se supde que as medi¢des tém
a mesma variancia, o que na curva analitica, isto significa que a precisdo das
medidas € independente do valor da concentracdo e, portanto, pode ser
caracterizado por um unico desvio padrdo. Esta condigdo de variancia uniforme é
chamada de homocedasticidade. Nos casos onde as varidncias aumentam com o
aumento da concentracdo, ao longo da curva analitica, ¢ chamado de
heterocesdasticos, e nesses casos, deve se usar um modelo de regressdo linear
ponderada.

A avaliagdo dos desvios da linearidade deve ser feita utilizando a

estatistica dos residuos, que descreve o erro no ajuste do modelo, desde que o
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coeficiente de correlagdo esteja dentro de critérios aceitaveis. O célculo dos
desvios da linearidade pode ser realizado pela determinacdo dos residuos entre 0s
valores medidos e os valores calculados a partir da equacao de regressao linear. Se
os residuos variam de forma aleatoria ao longo do eixo principal, significa que as
variancias ndo sdo tendenciosas e o modelo € linear. As varidncias pode ser
semelhantes (homocedéastico) e o comportamento pode ndo ser linear. (Analytical
Methods Committee, 1994).

A faixa linear é aquele na qual a resposta do método apresenta é linear e
gera resultados proporcionais a concentra¢ao do analito na amostra (INMETRO,
2010).

Sensibilidade

A sensibilidade de um método analitico é definida como a sua capacidade
de diferenciar concentragdes muito proximas ou sua capacidade de poder detectar
qualitativamente e/ou gquantitativamente pequenas concentracdes do analito de
interesse em amostras. De uma forma geral, a sensibilidade (S) € a relacdo entre o
sinal analitico e a concentracdo, ou a relacdo entre a variacdo do sinal com a
variacdo da concentracdo do analito (Valcéarcel, 1999; INMETRO, 2010; MAPA,
2011).

Precisdo

Precisdo é o grau de concordancia entre um grupo de resultados obtidos ao
aplicar repetidas e, independentemente, 0 mesmo método analitico as aliquotas da
mesma amostra, ou seja, € a dispersao dos resultados entre um resultado e a média
dos resultados. As trés maneiras de expressar a precisdo de um método sdo 0s
ensaios de repetibilidade, de precisdo intermediaria e de reprodutibilidade, sendo
que esta Gltima s6 pode ser determinada em um ensaio de interlaboratorial
colaborativo (MAPA, 2011).

A repetibilidade é defina como o grau de concordancia entre os resultados
de medigdes sucessivas de um mesmo mensurando, efetuadas sob as mesmas
condigdes de medicdo. A repetibilidade pode ser expressa em termos da

caracteristica de dispersdo dos resultados e pode ser determinada em diferentes


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1012263/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 1012263/CA

110

niveis de concentracdo da faixa linear (INMETRO, 2010). A precisdo
intermediéria é o grau de concordéncia entre os resultados das medi¢fes de um
mesmo mensurando, utilizando o0 mesmo método, mesmo laboratério, mas
alterando algumas condicdes, tais como: dias de analise, analistas, equipamentos e
condigdes ambientais, entre outras (INMETRO, 2010).

A repetibilidade e precisdo intermediaria foram avaliadas através do uso de
Analise de Variancia com um fator (ANOVA). A ANOVA é uma técnica pela
qual € possivel isolar e estimar as variancias dentro de um grupo (repetibilidade) e
entre grupos (precisdo intermediéria) que contribuem para a variagdo total do
experimento. Ela permite identificar quais as variancias relevantes e estabelece
meios para estimar seus efeitos. A Equacdo 40 foi usada para o calculo da
repetibilidade, onde MQgentro ¢ a soma dos minimos quadrados de cada dia e “n” o
namero de réplicas. A Equacdo 41 foi usada para calcular precisdo intermediéria,
onde MQentre € @ SOma do quadrado dos residuos entre os grupos divido pelo grau

de liberdade e n é o nimero total de ensaios.

Sjentro = MQdentro (40)

Sezntre = (MQentre - MQdentro)/ n (41)

Exatiddo

A exatiddo representa o grau de concordancia entre 0s resultados
individuais encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia
aceito como verdadeiro (Ribani et al., 2004; VIM, 2012). Os processos mais
comuns para avaliar a exatiddo do método sdo: comparacdo entre metodos,
material de referéncia certificado e ensaio de recuperagdo (INMETRO, 2010).

A comparacdo entre métodos possibilita verificar o grau de proximidade
entre 0s resultados obtidos pelo método em desenvolvimento e pelo método
escolhido para comparacdo, sendo realizada por meio de analises da mesma
amostra em separado, ou seja, pela avaliacdo da exatiddo do método proposto com
0 escolhido para comparacdo (INMETRO, 2010; Ribani et al., 2004).
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O percentual de recuperacdo do analito pode ser definido como a relacéo
entre o resultado experimental obtido depois da analise de uma amostra fortificada
com uma quantidade conhecida do analito (C,), e o valor tedrico desta quantidade

fortificada (C,), segundo a Equacdo 42.

recuperagdo = (C,/C,) x100% (42)

Segundo o documento orientativo do INMETRO — DOC-CGCREQ008 —
para a avaliacdo da recuperacdo pode-se utilizar amostras fortificadas com
quantidades conhecidas do analito em trés niveis de concentracdo: baixo, médio e
alto, de acordo com a faixa linear do método (INMETRO, 2010). Os intervalos
aceitaveis de recuperacao para analise geralmente estdo entre 80 e 120%. Porém,
dependendo da complexidade analitica, da natureza da amostra e da concentracdo
desta na matriz, este valor chega a 50 a 120% (MAPA, 2011; Ribani et al., 2004).
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2.6
Estudos de Incerteza

De acordo com o Vocabuléario Internacional de Metrologia (VIM, 2012), o
termo incerteza de medicdo é definido como o pardmetro ndo negativo que
caracteriza a dispersdo dos valores atribuidos a um mensurando, com base nas
informacdes utilizadas. O resultado de uma medicdo ndo pode ser caracterizado
por um Unico valor, pois todo o processo possui fontes de incerteza que devem ser
identificadas, quantificadas e, se possivel, minimizadas, a fim de garantir que a
informacdo obtida de uma medicdo seja real, a estimativa da incerteza é crucial
para permitir resultados verdadeiros. Sendo assim, a incerteza deve ser associada a
medida para dar maior confiabilidade na validade do resultado.

O célculo da incerteza pode ser feito a partir dos dados obtidos na
validacdo do método analitico, ja que estes englobam vérias fontes de incerteza.
As fontes de incerteza de um resultado podem provir de muitas fontes possiveis,
entre as quais: definicdo incompleta de um mensurando, amostragem, amostragem
ndo representativa, homogeneidade da amostra, efeitos de matriz e interferéncias,
estabilidade da solucdo, incertezas da massa e vidrarias volumétricas,
aproximacdes, variacdes aleatorias, entre outras (Eurachem, 2002; INMETRO,
2008).

Utilizando um modelo incompleto, que avalia grupos de fontes de
incerteza de mesma caracteristica, os principais grupos de fontes de incerteza de
medicdo da real concentracdo do analito para os métodos propostos por MLC
foram: (i) preparo das solucbes (uso), (i) repetibilidade (u;), (iii) precisdo
intermediaria (uy;) e (iv) curva analitica (Ucyrva)-

Na Figura 16 é apresentado o diagrama de causa e efeito usado para a
organizacdo e agrupamento dos componentes de incerteza do resultado da
concentracdo real dos analitos. O diagrama representa a resposta analitica do
mensurando no vetor principal, bem como a contribui¢do das principais fontes de

incerteza nas ramificacdes, separadas nos quatro grandes grupos ja citados.
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Figura 16. Diagrama de causa e efeito para a determinagdo da concentracéo real dos analitos.

2.6.1

Fontes de incerteza

O procedimento para a estimativa da incerteza padrdo combinada, uc(y),
descrita no Guia para a Expressdo da Incerteza na Medicdo (GUM 2008) é
baseado em uma relacdo entre os resultados das medicdes (y) e as incertezas dos
parametros independentes (X1, Xz ... Xp), sob a forma y = f (x), conforme indicado

na Equacdo 43, onde 0)/0x; sdo coeficientes de sensibilidade (c;) em relacéo a cada
fonte de incerteza e os valores u2(xi) sdo as variancias associadas a cada uma das

fontes.

U2(y()) = g(ay L)+ 22 L Y eoutnx) @)

i=1 j=1

Considerando que todos os parametros que contribuem para a medicéo séo
independentes (covariancia nula para os diferentes valores de entrada), a incerteza
combinada, u(y), é, entdo, avaliada de acordo com principios de propagagdo de

erro (Equacéo 44).

uy) = [ 2% v x) (@4
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2.6.2

Incerteza em relacdo aos parametros da curva analitica

A partir da relacdo linear entre concentracbes e as areas dos picos
cromatograficos foram calculados o coeficiente angular (m) e o linear (b) e suas
respectivas incertezas, u, € U,. A partir desses dados, foi possivel calcular a
incerteza associada a curva analitica como indicado na Equacdo 45, onde, Ciy € Cip
sdo os coeficientes de sensibilidade, s, e sy sdo, respectivamente, os desvios

padrbes para os coeficientes linear e angular e r é o coeficiente de correlacéo.

Ugyra = (€2 X S2) + (G2, x 52) + (2Cyy Xy X Uy, X Uy xT) (45)

Considerando que a area do pico (y) dentro de uma resposta analitica
linear obedece a Equacdo 39, os valores de s, e S, podem ser obtidos das Equacao
46 e Equacdo 47, onde os valores de x indicam cada uma das n concentracfes
usadas para construir a curva analitica contendo n pontos. Os simbolos s° e D sdo
respectivamente a variancia e o desvio da curva, que séo dados pela Equacéo 48 e
Equacdo 49, onde A é a diferenca entre o valor tedrico de X (Xtsrico) N0 melhor

ajuste da curva e o valor experimental de X (Xexperimentat)-

S‘°'><§x2
2
[ 46
b D (46)
2
2 S
S “=n— 47
m D (47)

D=(nx>x)-(>xf (48)

g - 28 (49)
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As incertezas u, e up, foram calculadas utilizando as Equagdo 50 e
Equacdo 51.

U, =+ sz (50)

Un =+/Sm (51)

Os coeficientes de sensibilidade ci, e cin (Equacdo 52 e Equacdo 53) sdo
usados para uniformizar as unidades dimensionais das incertezas, permitindo

assim o calculo da soma quadrética.

oy 1
2= 52
% ob m (52)
oy y-b
=2 _ 53
Cm om m? 3)

Sendo que o termo r € dado pela Equacéao 54.

o Ix 5

JianXZi

2.6.3

Incerteza em relacd@o a Repetibilidade e Preciséo Intermediaria

A estimativa da incerteza para a repetibilidade, u,, foi calculada pela razao
entre a soma dos quadrados dos desvios das medidas de um mesmo grupo s,
(Sgentro) (Equacdo 40) e o numero de medidas, n. E a estimativa da incerteza para a
precisdo intermediaria, Uy, foi calculada pela raiz dos desvios entre os dias Sp;
(Sentre) (EquacOes 41). Desta forma, as estimativas das incertezas para esses dois

parametros, entdo foram calculadas pela Equacdo 55 e pela Equagéo 56 a seguir.

u, =s,//n (55)
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U, =./S.; (56)

2.6.4
Incerteza em relacdo ao preparo da solugcéo

A incerteza associada ao preparo da solucdo, uso, foi calculada (Equacéo
57) considerando as etapas criticas do preparo de soluc@es, que sdo as incertezas
associadas as diluicdes e a incerteza associada a balanga analitica.

Upor =/ Upnggy) % Ui (57)

onde ubal(ngg,l)foi a incerteza da balanca analitica, em ng g™, e ug foi a incerteza

associada ao fator de diluicdo (fgi). A incerteza associada a balanga analitica,

Upayq) - TOI Obtida a partir da incerteza expandida da balanca analitica (Upal,k=2.95%),

proveniente do certificado de calibracdo da balanca utilizada, onde Upa = Upa/k. O

valor de uy,,,, deve ser convertido para concentragdo, em ng g*, para que essa

fonte de incerteza possa ser utilizada na soma quadréatica final para o célculo de

Usol. Tal transformacéo foi feita multiplicando o valor de u,,,,, em massa, pelo

coeficiente de sensibilidade de acordo com a Equacado 58 onde c_ . dnag) foi a
concentraco da solucdo estoque, em ng g™
ubal(nggfl) = ubﬁ'(g) x Canalito(ngg’l)/l(g) (58)

A incerteza ug; foi calculada pela Equacéo 59, onde msoycses (NG) foi a
massa da solugéo e Majiquotas fOi @ massa (ng) da aliquota utilizada na dilui¢éo. Os
pardmetros calculados na Equacdo 57, Equacdo 58 e Equacgdo 59 dependem tanto

do analito quanto do nivel de concentragao.

2 2
Ugi = \/( fon > uba|(ngg—1)) + ((Z msolugées(ng)/(mall’quotas(ng)) x Uba|(ngg—1))) (59)
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2.6.5
Incerteza Combinada (u;) e Incerteza Expandida (U)

Como as fontes de incerteza ja foram identificadas e quantificadas, pode-
se proceder com o célculo da incerteza combinada (uc), pela soma quadratica
destas fontes (Equacéo 60):

2 2 2 2
uc = \/ur + uip + ucurve + usol (60)

A determinacdo da incerteza expandida foi realizada a partir da
multiplicacdo da incerteza padrédo combinada uc(y) por um fator de abrangéncia k,
conforme a Equacdo 61:

U =u,(y)k, (61)

Para a maioria das aplicacdes analiticas deve ser usada a incerteza
expandida, U. A incerteza expandida fornece um intervalo dentro do qual
acredita-se, com um alto nivel de confianca, que esteja o valor do mensurando. O
valor de U é obtido pela multiplicacdo de uc (y) por um fator de abrangéncia, k. A
escolha do fator k é baseada no nivel de confianca desejado que, em muitos casos,
é um valor de Student tabelado (a um determinado nivel de probabilidade). Para
um nivel de confianca de 95,4%, k é 2 (Eurachem, 2002; INMETRO, 2008).

Entdo, o resultado de uma medicéo pode ser expresso conforme Equacédo 62:
Y=yxU (62)
O intervaloy - U ay + U é o com o qual se espera abranger uma extensa

fracdo da distribuicdo de valores que podem ser razoavelmente atribuidos a Y
(Eurachem, 2002). Este intervalo pode ser expresso comoy - U<Y < y+ U.
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