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3.

Materiais e métodos

3.1

Instrumentacao

3.1.1

Espectrofotometros

As medicdes de absorvancia foram feitas em um espectrofotdmetro de
absorcdo molecular no UV-visivel modelo 8453 (Agilent, EUA), com feixe
simples, fontes de radiacdo de deutério (UV) e tungsténio (vis) e detector de
arranjo de fotodiodos. Os espectros foram processados com auxilio do software
ChemStation. Espectros de fluorescéncia foram feitos em um espectrofotdmetro
de luminescéncia modelo LS 55 da Perkin Elmer (EUA) cuja fonte de excitacdo é
uma lampada pulsada do tipo descarga de xendnio (20 kW com 8 pus de duragdo
de pulso) e o detector € um tubo fotomultiplicador Hamamatsu R928, sensivel
para radiacdo até 900 nm. Os espectros de fluorescéncia foram processados com

auxilio do programa FLwinlab®.

3.1.2

Instrumentos usados nas abordagens cromatogréficas

Os métodos propostos de MLC e algumas das analises por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) com fase reversa foram realizadas em um
cromatografo liquido modelo 1200 series Infinity (Agilent) equipados dos
seguintes mddulos: degaseificador, bomba binaria SL, amostrador automatico
com capacidade maxima de volume de injecdo de 100 uL e compartimento para
até 100 vials, forno para coluna modelo G1316 A/B/C, detector fotométrico de

luminescéncia multicanal modelo 1321A e detectores absorciométricos (um do
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tipo arranjo de diodos e outro multicanal SL modelos G1315C e G1365D/D). Os
cromatogramas foram processados com auxilio do software ChemStation.

A comparagdo de métodos para os alcaloides B-carbolinas foi feito por
cromatografia eletrocinética capilar micelar (MEKC) em um sistema de
eletroforese capilar (Agilent) equipado com detector absorciométrico no UV-vis
do tipo arranjo de diodos (operacdo na faixa de 190-600 nm); controlador de
temperatura do tipo Peltier; um sistema de inje¢do hidrodindmica de amostra e
programa de aquisicdo e tratamento de dados desenvolvido pela Agilent.

Para realizar os estudos do enriquecimento de sinal de fluorescéncia com
adicdo de solucdo micelar ap6s separacdo cromatografica foi utilizado um
cromatdgrafo liquido Modelo UltiMate 3000 series (Dionex, USA) equipado com
0s seguintes moddulos: degaseificador, bomba quaternéria principal, bomba
isocratica secundaria, amostrador automatico, forno para coluna, detector
fotométrico de fluorescéncia e detector absorciométrico do tipo arranjo de diodos
multicanal. A bomba quartenaria foi utilizada para bombear a fase mével para a
coluna cromatografica e a bomba isocrética, para bombear a solugéo inserida, em
linha, apo6s a coluna cromatografica e antes do detector fluorimétrico. O eluente
proveniente da coluna e a solucdo inserida apds a separacdo na coluna foram
misturados com o auxilio de uma mola de reacdo sobressalente de volume igual a
125 uL, adquiridos pela Dionex (USA). Os cromatogramas foram processados
com auxilio do software Chromeleon. A montagem do sistema de pds-coluna esta

ilustrada na Figura 17.
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Figura 17. Esquema do sistema de adicdo pds-coluna da solugdo micelar (A) e foto do
equipamento com destaque para a mola de reacdo sobressalente (B).

3.1.3

Equipamentos auxiliares

As massas dos padrfes e amostras foram medidas em uma balanca
analitica modelo AUW 220D (Shimadzu, Japdo) de quatro casas decimais,
calibrada em um laboratério integrante da Rede Brasileira de Calibracdo — RBC
(SJS Servigcos LDTA — Rio de Janeiro, Brasil).

As medicbes de pH das solugbes e das fases mdveis micelares foram
realizadas em um pHmetro da marca Tecnopon modelo MPA 210, verséo 2.3,
calibrado diariamente em trés pontos de pH com as solugfes tampdes padréo
Certipur Merck pH 4,00 + 0,01; 7,00 + 0,01 e 9,00 + 0,01. O eletrodo utilizado foi

o tipo de membrana de vidro, selado e conjugado com eletrodo de referéncia de
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Ag/AgCIl. Uma centrifuga modelo BE 4000 Brushless Bio-Eng (Brasil) foi
utilizada no processo de limpeza (clean up) das amostras de urina. Para a melhor
dissolucdo de alguns solutos e do SDS e para a degaseificacdo das fases moveis e
solventes usados em cromatografia liquida foi necessario o uso de um banho
ultrassonico de 9 L, modelo NSC2800 (Unique, Brasil).

3.2

Padrdes e reagentes

A &gua utilizada em todas as solucdes foi obtida de um sistema de
ultrapurificacdo de agua Millipore (EUA) modelo Milli-Q Plus A-10 Gradiente,
com resistividade de cerca de 18,2 MQ cm.

Os padrdes dos alcaloides (com indicacdo do acrdnimo e da pureza entre
parénteses) foram harmalol (HLOL, 98%), harmane (HAE, 98%), norharmane
(NOR, 98%), harmine (HIE, 98%) e harmaline (HLINE, 90%) foram adquiridos
da Acros Organics (EUA) e harmol (HOL 98%) foi adquirido da MP
Biomedicals, LLC (Alemanha).

Os padrfes galantamina (GAL) e seus metabolitos epigalantamina (EP),
N-desmetil galantamina (ND), O-desmetil galantamina (OD) e N-6xido
galantamina (NOx) foram comprados da Toronto Research Chemicals Inc.
(Canadd). Para esses padrdes ndao foram indicadas as purezas, logo foram
assumidos valores de 100%.

O surfactante utilizado para preparar a fase moével micelar foi o
dodecilsulfato de sodio (SDS) adquirido da Merck (Alemanha) de pureza 99%. Os
solventes organicos, metanol (MeOH), propan-2-ol e acetonitrila (ACN) sdo da
marca J.T. Baker (EUA), grau HPLC/Espectro. A trietilamina ((Et)sN) 99,5% de
pureza foi da Sigma-Aldrich (EUA).

Hidroxido de sodio (99%), acetato de sédio triidradato (99,5%),
hidrogenofosfato dissddico (99%) foram da Merck. O sulfato de aménio e o
cloreto de sdédio foram adquirido da Vetec (Brasil). O acido bérico e o &cido
fosforico (dosagem de 85% p/v e densidade 1,7 g cm™) foram da Merck

(Alemanha), o &acido cloridrico (dosagem de 36,5 — 38% p/v e densidade 1,2 g
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cm™) foi da marca Isofar (Brasil), o 4cido acético glacial (dosagem de 99,7% p/v e
densidade 1,1 g cm™) foi da Tedia (EUA).

3.3
Materiais

As micropipetas de volume varidvel (0,5 a 1000 pL) e os balGes
volumeétricos de 10,00 e 5,00 mL foram calibrados em um laboratério integrante
da RBC (Laboratério de Caracterizacdo de Fluidos da PUC-Ri0).

As varreduras espectrais de absorvancia foram feitas nas solucdes
colocadas em cubetas com duas faces de quartzo e 1 cm de caminho 6tico. Para as
medidas de fluorescéncia das solucdes foram utilizadas cubetas de quatro faces de
quartzo e caminho optico de 1 cm.

Membrana de fibra de vidro de 0,22 um de porosidade e 30 mm de
didmetro, adquiridos da Whatman (EUA), foram usadas para filtracdo de agua,
solucdes aquosas e solventes organicos. Membranas filtrantes de
politetrafluoretileno (PTFE) de 0,45 um de porosidade e 30 mm de didmetro, da
marca Whatman, foram usadas para filtrar as solucGes padrbes dos analitos e as
amostras. Os frascos de amostra para inje¢ao “vials” de 2 mL) utilizados para a
introducdo das solucdes nos amostradores automaticos dos cromatografos foram
adquiridos da Agilent.

As colunas cromatograficas utilizadas nas analises por cromatografia
liquida de fase reversa e para 0 método por MLC para os alcaloides da classe das
B-carbolinas foram de fase estacionéria Zorbax Eclipse C18 (4,6 x 150 mm,
didmetro médio das particulas de 5 um e porosidade de 120 angstroms). Para a
separacdo da GAL e seus metabdlitos foi utilizada uma pré-coluna Zorbax 300
Extend C18 (4,6 x 12,5 mm, diametro medio das particulas de 5 um e porosidade
de 300 angstroms) e uma coluna cromatografica Zorbax 300 Extend C18 (4,6 X
150 mm, diametro médio das particulas de 5 um e porosidade de 300 angstroms).
Todas as colunas foram adquiridas da Agilent.

Os capilares de silica fundida para as andlises por eletroforese capilar,

adquiridos da Simplus Capillaries (EUA), foram preparados com o corte no
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tamanho desejado e remogéo do revestimento de poliamida para abrir a janela de
deteccdo e as extremidades do capilar que ficam em contato com as solucGes do
eletrolito de corrida que fecham o circuito do sistema. Copos de polipropileno de
1 mL, alinhadores e cassetes (compartimento que acopla o capilar ao

equipamento) foram adquiridos da Agilent.

3.4

Solugdes

3.4.1

Solugdes estoque

As solucbes padrbes de B-carbolinas e da GAL e seus metabdlitos foram
preparadas com massas dos padrdes medidas em balanga analitica, dissolvidos em
metanol e transferidos quantitativamente para um baldo volumétrico. Todas as
solucdes padrdes foram guardadas em frascos de vidro, refrigerados a 4°C e ao
abrigo da luz. A transferéncia quantitativa de pequenos volumes de aliquotas foi

realizada com auxilio de micropipetas de volume variavel.

3.4.2
Solugdes utilizadas na determinacédo de pK, por espectrofotometria

no UV-visivel

As solugbes utilizadas na determinagdo do pK, das B-carbolinas (HAE,
NOR e HIE) em solucdo aquosa na auséncia e na presenca de micelas do
surfactante SDS foram preparadas a partir da diluicdo da solucdo estoque do
padrdo desses analitos. Para cada determinacdo foram preparadas oito solugdes,
cada uma num diferente valor de pH (solugdes tamponadas no pH desejado).
Porém, para a obtencdo dos espectros das p-carbolinas totalmente protonadas, as

solugdes foram mantidas com pH abaixo de 1 (com adicdo de HCI na
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concentracdo final de 0,1 mol L™). Da mesma forma, para se obter o espectro
somente das espécies neutras foi adicionada uma solucéo de NaOH a 0,1 mol L™
até que o pH fosse elevado para valores acima de 12. As seis solucGes restantes
foram preparadas em tampéo hidrogenofosfato dissédico (10 mmol L) e o pH,
para cada conjunto de solugdes de analito, acertado com &cido fosférico (0,5 mol
L) para valores proximos ao valor do pK, de cada um dos analitos. Para manter a
forca idnica constante e igual em todas as oito solucBes foi adicionado uma
solugdo de NaCl (0,5 mol L™) com concentracdo final igual a 0,1 mol L. Nas
solugbes organizadas por micelas, o surfactante SDS foi adicionado na solugéo
diluida dos alcaloides obtendo concentracdo final de 100 mmol L™ (valor acima
da CMC do SDS).

3.4.3
Solucbes usadas para obter os comprimentos de onda para a

medicédo de fluorescéncia e do fator de enriquecimento micelar

As solucOes utilizadas para a obtengdo dos comprimentos de onda
maximos de excitacdo (Aexc) € de emissdo (Aem) das B-carbolinas (todas na
concentracdo de 1 x 10® mol L) e da GAL e dos metabdlitos (todos na
concentracdo de 1 x 10° mol L™) foram preparadas a partir da diluicdo das
solucdes-estoque em fase movel micelar. As fases moveis micelares utilizadas
nessas diluicGes possuiam a composicao e valor de pH idénticos a fase otimizada
correspondente para cada analito em estudo.

O célculo do fator de enriquecimento micelar (MEF), realizada apenas
para a GAL, foi feito com base na razdo da intensidade da fluorescéncia do analito
em meio aquoso na auséncia e na presenca SDS (em concentracdo acima da
CMC). Para tal, a solugo estoque de GAL, com concentragdo igual a 1 x 10° mol
L, foi diluida em tampdo acetato (10 mmol L™; pH 3,0) contendo ou nio
surfactante SDS (concentracéo final de 100 mmol L™). Para a corre¢do do sinal do
branco, a absorvancia das solucdes de tampao acetato (10 mmol L™; pH 3,0) na
presenca ou auséncia de SDS foram medidas para compensar a absorcdo de
radiacdo UV por estes meios e obter o ganho de intensidade do sinal liquido da
GAL na presenca de SDS.
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3.4.4
Solug¢des usadas em cromatografia liquida micelar (MLC)

Todas as solugdes de analitos usadas nos estudos por cromatografia liquida
foram preparadas a partir das solucGes estoque e diluidas em fase mével micelar,
sempre com a composi¢do idéntica a da fase que estava sendo usada na referida
analise.

A fase mdvel micelar utilizada na separacéo das -carbolinas foi preparada
dissolvendo uma massa especifica de SDS, correspondente ao necessario para
atingir a concentracdo desejada, em solucdo aquosa contendo hidrogenofosfato
dissédico (10 mmol L™) e 0,5%, em volume, de (Et)sN. O valor de tamponamento
em pH 8,0 da fase mdvel micelar foi ajustado com adicdo de volume de solugéo
de 4cido fosférico (0,5 mol L™) suficiente para atingir o pH desejado.

A fase mével micelar utilizada na separacdo da GAL e de seus metabdlitos
difere do que foi descrito apenas na concentracédo final de SDS e no tampéo usado
para atingir o pH 5,0 dessa fase movel. Uma massa especifica de SDS,
correspondente ao necessario para atingir a concentracdo desejada, foi dissolvida
em solucdo aquosa contendo acetato de sédio (10 mmol L) e 0,5% em volume,
(Et)sN. O valor de tamponamento em pH 5,0 da fase mdvel micelar foi ajustado
com adicdo de volume de solucdo de &4cido acético (0,5 mol L™) até se atingir o

pH desejado.

3.4.5
Solucdes usadas na cromatografia eletrocinética capilar micelar
(MEKC)

O método cromatografico (usando a abordagem MEKC) usado para
comparacdo de resultados obtidos com o método desenvolvido para as [-
carbolinas foi reproduzido exatamente como indicado no trabalho de Marques et
al. (2008). O eletrolito de trabalho foi preparado pela mistura e diluicdo de
volumes especificos de solucBes estoque aquosas de SDS e de &cido bdérico. O
eletrdlito resultante continha 50 mmol L™ de SDS, 20 mmol L™ de 4cido bérico,

15%, em volume, de acetonitrila (usado como modificador organico). O
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tamponamento com ajuste de pH 9,0 foi feito com adicdo de solucdo de NaOH (1
mol LY). Nesse método, as solucdes padroes dos alcaloides B-carbolinas,
utilizadas foram preparadas por meio da diluicdo das solugdes estoque, em
solugdo contendo 75%, em volume, de tampdo borato (20 mmol L™; pH 9,0) e

25% de agua ultrapura.

3.4.6

Solugdes usadas na cromatografia liquida de fase reversa

O método cromatografico com fase reversa usado para comparacdo de
resultados obtidos com o método desenvolvido para a GAL foi adaptado, com
modificagdes minimas, do trabalho por Zhang et al. (2007). A fase mdvel
consistiu em agua ultrapura contendo 1% de (Et)sN e 20% de acetonitrila, em
volume. O pH da fase mével foi ajustado para o valor igual a 7,0 com adi¢do de
solucdo de &cido cloridrico (0,5 mol L) até atingir o pH desejado.

3.4.7
Solugdes usadas nos experimentos de determinacdo da GAL usando
HPLC com fase reversa com abordagem de mistura de solucao rica

em micelas de SDS apdés a coluna cromatografica

O preparo da fase mével aquosa consistiu em dissolver a massa de acetato
de so6dio em agua ultrapura de modo a se atingir concentracédo final de 10 mmol L
! sequida da adicdo de quantidades de (Et)sN e de propan-2-ol suficientes para se
alcangar proporgdes, em volume, iguais a 0,5% e 2%, respectivamente. O
tamponamento em pH 5,0 foi alcancado com adicdo de volume adequado de
solucdo de 4cido acético (0,5 mol L™).

A solucdo micelar de SDS que foi adicionada em linha apds a coluna
cromatografica foi preparada pela dissolucdo de uma massa de SDS suficiente
para se atingir a concentracao final de 100 mmol L™ em solucéo de composicéo
idéntica a fase movel aquosa. O tamponamento em pH 5,0 foi conseguido pela

adicdo de solugo de solucdo de acido acético (0,5 mol L™).
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As solugdes de GAL (11,5 ug mL™) usadas nos estudos foram preparadas

diluindo quantidade suficiente de solucao estoque em fase mével aquosa.

3.4.8

Amostras de urina

As amostras de urina foram utilizadas nos ensaios de recuperacdo dos
métodos: (i) de determinacdo das B-carbolinas, por MLC e MEKC e (ii) de
determinacdo de GAL e seus metabolitos por MLC. As amostras foram
fortificadas, em niveis de concentracdo dentro da faixa linear da curva analitica
para cada método, com volumes especificos das solucBes estoque das [-
carbolinas, da GAL e de seus metabdlitos.

As amostras de urina de trés voluntarios fumantes (com idades entre 30 e
50 anos, sendo dois do sexo masculino e um do sexo feminino) foram utilizadas
para se estudar a presenca de alcaloides 3-carbolinas usando o método por MLC.
Ja as amostras de urina de um voluntario jovem do sexo masculino (sadio, ndo
fumante e que, na ocasido, ndo estava sob a prescricdo de nenhum medicamento)
foram utilizadas para a determinagédo de alcaloides B-carbolinas por MLC, apds o
voluntario ter consumido dois comprimidos de medicamento fitoterapico de
Passiflora incarnata L. As amostras de urina foram coletadas em frascos limpos e
secos nos tempos: 0 h (antes da ingestdo do medicamento), 1, 2 e 8 h apds a
administracdo da dosagem, sem excrecdo entre as amostragens.

As amostras de urina de trés ratos machos da linhagem albina Wistar, com
idade de dois a trés meses, foram coletadas ap6s a administracdo de medicamento
contendo como principio ativo o hidrobrometo de galantamina. Estas amostras
foram utilizadas para a determinacdo da GAL e de seus metabdlitos usando o
método por MLC. A solucdo do medicamento que foi injetada nos ratos foi
preparada utilizando uma massa equivalente a 10,60 mg do medicamento
dissolvida em 5,00 mL de soro fisioldgico. A solugdo resultante foi
ultrasonificada por 10 min e filtrada em uma membrana de PTFE (0,45um) com
auxilio de uma seringa comercial. Um volume de 0,5 mL da solugdo do

medicamento foi injetado em cada animal (Figura 18B). As amostras de urina dos
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ratos foram coletadas antes da administracdo do medicamento (ensaio em branco)
e apds 2 h da administracdo do medicamento (Figura 18A). Essa coleta foi feita

diretamente da bandeja da gaiola dos ratos.

Figura 18. (A) Ratos da linhagem albina Wistar na gaiola de observacdo e coleta (B) e a
administracdo do medicamento contendo hidrobrometo de galantamina.

O preparo das amostras de urina consistiu em adicionar 2 g de sulfato de
amonio para cada 10 mL de amostra de urina de modo a forcar a precipitacdo de
proteinas (procedimento de clean up) em tubos de centrifugas graduados de 15
mL. As amostras foram submetidas imediatamente a centrifugacéo (por 15 min e
com velocidade de 3000 rpm). Os sobrenadantes foram filtrados em uma
membrana de PTFE (0,45 um) com auxilio de uma seringa comercial (Marques et
al., 2008).

Os sobrenadantes das amostras de urina foram diluidos com solucéo
idéntica a fase mdvel do método em questdo na proporcdo de 1 parte de
sobrenadante para 1,5 partes da fase moével.

Para os testes de recuperacdo das [-carbolinas por MEKC, os
sobrenadantes da amostra foram diluidas na proporcéo de 1 parte de sobrenadante
para 2 partes de solucdo tampdo borato (pH 9,0), antes da introducdo no

equipamento de eletroforese capilar.
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3.4.9
Amostras de medicamento fitoterapico P. incarnata L. e de P. alata

Dryander

Dois comprimidos do medicamento fitoterapico de Passiflora incarnata L.
(quantidade equivalente a uma dosagem) foram macerados e dissolvidos em 20,00
mL de metanol. A solucdo foi ultrassonificada por 120 min e, em seguida,
submetida a centrifugacéo (por 15 min com rotacdo de 3000 rpm). A amostra foi
diluida em solugdo idéntica a fase mdvel micelar adequada para o método de
determinacédo das p-carbolinas, na propor¢do de 1 parte do sobrenadante para 1,5
partes da fase moével.

As amostras de tintura (solucdo alcodlica) de P. incarnata L. foram
utilizadas na determinacdo dos alcaloides com o método por MLC. Os volumes
das amostras equivalentes as dosagens minima (20 gotas — 1,00 mL) e méxima
(30 gotas — 1,50 mL) foram diluidas em solucdo idéntica a fase movel micelar
adequada para 0 método nas proporcOes 1 parte de tintura para 4 partes de fase
movel e 1,5 partes para 3,5 partes de fase mdvel.

Amostras de extrato seco, equivalente a dois saches, de chd misto de
Maracuja contendo P. alata Dryander, foram utilizadas para a determinagdo dos
alcaloides B-carbolinas. O extrato foi dissolvido em 20,00 mL de metanol,
ultrassonificado por 60 min e, em seguida, submetida a centrifugacdo (durante 5
min a 3000 rpm). O sobrenadante foi pré-concentrado num fator de seis vezes por
meio da evaporacao auxiliada com vazdo de nitrogénio, e posterior diluicdo na
fase mdvel micelar adequada na proporcdo de 1 parte de amostra de cha para 2
partes de fase mével.

3.4.10
Amostras do medicamento com o principio ativo hidrobrometo de

galantamina

As amostras do medicamento cujo principio ativo era o hidrobrometo de
galantamina foram utilizadas no estudo de comparacdo entre os métodos de

determinacdo da GAL por MLC e por HPLC de fase reversa. As amostras do
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medicamento equivalente a trés capsulas foram maceradas e dividas em cinco
partes para o preparo das cinco réplicas auténticas. Cada parte foi dissolvida em
metanol, ultrasonificada por 10 min e filtrada em uma membrana de PTFE (0,45
um) com auxilio de uma seringa comercial. As solu¢bes foram diluidas na
proporcéo de 1 parte de amostra para 4 partes de solucdo idéntica a fase movel de

composicédo estabelecida para cada método.

3.4.11

Amostras de agua

As amostras de agua do riacho localizado na Pontificia Universidade
Catolica do Rio de Janeiro foram coletadas em frascos secos e limpos de
polipropileno de 50 mL. Essas amostras foram fortificadas com GAL e utilizadas
nos ensaios de recuperagédo da abordagem de mistura de solucéo rica em micelas
de SDS apds a coluna cromatografica. As amostras de agua foram fortificadas
com quantidades conhecidas de solugdes estoque de GAL (em niveis de
concentracdo dentro da faixa de trabalho estabelecida para o método) e diluidas na
proporcdo 1 parte de amostra para 4 partes de solucdo idéntica a fase mdvel

aquosa adequada para o método.

35
Procedimentos

3.5.1
Medi¢cdes Espectrofotométricas

As medidas de fluorescéncia de solugdes GAL foram realizadas para a
determinacdo do fator de enriquecimento micelar da fluorescéncia da GAL em
meio rico em micelas de SDS. Uma banda espectral de passagem de 10 nm e

velocidade de varredura de 1200 nm mm™ foram escolhidas.
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As varreduras espectrais de absorvancia foram feitas nas solugdes de B-
carbolinas, para a determinacdo da constante &cida (pKam) em meio micelar de
SDS usando velocidade de varredura de 5500 nm min™ e banda espectral de

passagem de 1 nm.

3.5.2

Procedimentos Gerais

Todas as fases moveis aquosas, com ou sem a presenca do surfactante
SDS, é&gua ultrapura e solventes organicos foram filtrados em membrana de fibra
de vidro (0,22 um) com auxilio de um sistema de filtracdo e uma bomba de vacuo.
As solugdes foram posteriormente desgaseificadas por 30 min em banho
ultrasénico.

As solugbes-padrdo dos analitos e as amostras foram filtradas em uma
membrana PTFE (0,45 um) com auxilio de uma seringa comercial de 5 mL e
transferidas para vials antes da introducdo nos cromatografos ou em copos de

polipropileno antes da introdugéo no sistema de eletroforese capilar.

3.5.3

Separacdo e quantificacdo das B-carbolinas por MLC

A separacdo dos alcaloides da classe das B-carbolinas foi realizada em
uma coluna cromatogréafica C18 (4,6 x 150 mm e diametro médio das particulas
de 5 um). A fase movel micelar otimizada consistiu de tampé&o fosfato (10 mmol
LY pH 80) contendo SDS (220 mmol L% e (Et)sN (05 %, em
volume)/acetonitrila (97/3 v/v). A acetonitrila e a fase mdvel micelar foram
colocadas em frascos separados e misturadas no sistema. A eluigdo da fase movel
foi feita de modo isocrético com a vazéo de 0,6 mL min™ e temperatura do forno
da coluna mantida constante a 25°C. O volume de injecdo foi 20 uL. Os analitos
foram detectados pela medicdo de fluorescéncia, usando diferentes valores de

comprimentos de onda em funcdo do tempo de retencdo. Os pares Aexc/Aem, €M
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nm, de deteccdo para os alcaloides, foram: HOL 356/410, HLOL 356/500, HAE
370/447, NOR 370/435, HIE 370/416 e HLINE 370/495.

A construcdo da curva analitica consistiu em sete niveis de concentracdo
na faixa indicada: HOL (4,2 a 420,7 ng g™), HLOL (1,8 a 409,0 ng g'), HAE (2,2
a181,4ngg™), NOR (3,9a833,0ngg™), HIE (4,4 a 16959 ng g*) e HLINE (2,1
a1277,0ng g™).

3.54

Determinacao das B-carbolinas por MEKC

As determinagdes por MEKC foram conduzidas em um capilar de silica
fundida de 60 cm de comprimento total (52 cm até o detector) e 75 um de
diametro interno, devidamente adaptado ao alinhador e ao cassete que protege o
capilar. A diferenca de potencial aplicada durante a corrida foi de 25 kV e a
temperatura mantida constante em 25°C. As injecOes das amostras no capilar
foram realizadas pelo modo hidrodindmico (pressao de 50 mbar por 75 s) para
realizar pré-concentracdo dos analitos no capilar pela abordagem de
empilhamento. A deteccdo foi realizada pela medida da absorvancia em 383 nm
para deteccdo do HLINE e em 241 nm para os demais alcaloides. As curvas
analiticas foram construidas com solugcbes padrdes numa faixa de concentracao

por massa entre 2,0 a 39 ug g™

3.5.5

Separacao e quantificacdo da GAL e seus metabélitos por MLC

A separacdo da GAL e de seus principais metabdlitos foi realizada em uma
coluna cromatogréfica C18 (4,6 x 150 mm e didmetro médio das particulas 5 um e
porosidade de 300 angstroms). A fase movel micelar consistiu em solucéo tampéo
acetato (10 mmol L™; pH 5,0) contendo SDS (25 mmol L™) e 0,5 %, em volume,
de (Et)sN/acetonitrila (97/3 v/v). A mistura entre a fase movel aquosa e a

acetonitrila foi feita no sistema cromatografico. A eluicdo da fase mdvel foi feita
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de modo isocratico com vazao de 0,8 mL min™ e a temperatura do forno da coluna
mantida constante a 25°C. O volume de injecdo foi 40 uL. Os analitos foram
detectados pela medigcdo de fluorescéncia e 0 par de Aexc/Aem de deteccdo para
GAL e seus metabdlitos foi 285/330 nm. A curva analitica foi construida a partir
de diferentes volumes de injecdo (5 a 100 uL) em nove niveis de massa injetada
na faixa: NOx (7,0 a 158,1 ng), OD (17,8 a 356,3 ng), GAL (6,0 a 120,7 ng), ND
(6,2a123,3ng) e EP (4,0 a 80,1 ng).

3.5.6
Método cromatografico de fase reversa usado na comparacao de

resultados de determinacao de GAL

A determinacdo da GAL foi realizada em uma coluna cromatogréfica C18
(dimensdes iguais a 4,6 x 150 mm e diametro médio das particulas de 5 um)
mantida sob temperatura constante de 30°C. A fase mdvel consistiu em solucéo
aquosa contendo 1% de (Et)sN e 20% de acetonitrila, em volume, e pH 7,0
ajustado com solucdo de HCI. A eluicdo foi feita em modo isocratico com vazao
de 1,0 mL mint. O volume de injecdo foi de 20 pL. Os pares Aexc/Aem Utilizados
para a detec¢do da GAL foram: 290/320. O tempo de retencdo da GAL foi de 5,6
minutos. A curva analitica foi construida em cinco pontos de massa injetada na
faixa de 11,5a1149,4 ng.

3.5.7

Determinacgao do fator de enriquecimento micelar

As condigBes experimentais estabelecidas para o método proposto por
MLC para separacdo de GAL e seus metabolitos foi adaptado, para fins
comparacdo, para a abordagem por HPLC de fase reversa. Apenas a GAL foi

usada para esse estudo.
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As determinagdes da GAL por MLC e por HPLC foram reproduzidos
utilizando o mesmo cromatografo liquido (Agilent) e 0 mesmo par de Aexc/Aem
para deteccdo de fluorescéncia (285/330 nm).

A faixa de massa injetada, de 11,5 a 1149,4 ng, foi a mesma para a
construcdo das curvas analiticas obtidas por ambos os métodos, MLC e HPLC, a

partir de diferentes volumes de injecdo (1 a 100 uL).

3.5.8
Estudo do fator de enriquecimento do sinal fluorescente da GAL
usando HPLC em fase reversa com abordagem de mistura de

solucdo rica em micelas de SDS ap6s a coluna cromatogréfica

O estudo do fator de enriquecimento micelar para a GAL foi realizado em
uma coluna cromatografica C18 (dimensGes igual a 4,6 x 150 mm e diametro
médio das particulas de 5 pm) mantida sob temperatura constante de 25°C.

A fase mével consistiu em solucdo tamp&o acetato (10 mmol L™; pH 5,0)
contendo 0,5% de (Et)sN e 2% de propan-2-ol, em volume/acetonitrila (80/20%
v/v). A solugdo micelar, adicionada apds a separacdo cromatografica, consistiu em
solucdo tampéo acetato (10 mmol L™; pH 5,0) contendo SDS (100 mmol L™),
0,5% de (Et)sN e 2% de propan-2-ol, em volume.

Para a adicdo de solucdo micelar em linha, ap6s a coluna cromatogréfica,
foi necessario o uso de duas bombas de alta pressao, sendo uma bomba principal e
uma secundaria. A relacdo entre as vazbes das bombas principal/secundaria foi
igual a 0,5/1,0 mL min™ e a mistura realizada na mola de reagdo. Para a
determinacdo do fator de enriquecimento micelar, estudos também foram
realizados substituindo a solu¢do micelar por uma solugcdo aquosa de composicao
idéntica a fase movel (sem a presenca de acetonitrila), Em ambos os casos, o par
de Aexc/Aem de deteccdo para GAL foi 285/330 nm.

As curvas analiticas obtidas com a mistura de fase movel rica em micelas
de SDS e de fase movel sem SDS, em linha e ap6s separagdo cromatografica,
foram construidas a partir de dez volumes de injecdo (1 a 100 uL) da mesma
concentracdo de solucdo padrdo de GAL (2,87 pg mL™) com faixa de massa
injetada de 2,9 a 287 ng.
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