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4.
Desenvolvimento de meétodo por cromatografia liquida

micelar para quantificacao de seis alcaloides B-carbolinas

4.1

Resultados

4.1.1
Determinacdo dos valores de pK, (Sp) das B-carbolinas em meio

aguoso e em meio aquoso organizado com o surfactante SDS

A constante de ionizagdo (liberacdo de ions H") da série de B-carbolinas
no estado fundamental, o pKa(So), em solucdo aquosa foi determinada
experimentalmente em diversos trabalhos e os dados resumidos na Tabela 3.
Porém, ndo se encontrou dado algum na literatura cientifica indicando valores de
pPKa(Se) em meio aquoso contendo SDS acima da CMC (meio rico em micelas e
tratado aqui como “meio micelar”). A presenca de micelas pode influenciar o
equilibrio acido-base das substancias e, consequentemente, alterar o valor das
constantes de ionizagdo. Uma vez que o surfactante anidnico tende a estabilizar as
espécies catidnicas por interacdes eletrostaticas é esperado um aumento do valor
do pK, das espécies em meio micelar de SDS (Gerakis et al., 1993; Ahmadi et al.,
2007).

A fim de compreender o comportamento &cido-base das B-carbolinas em
meio rico em micelas de SDS, determinou-se os valores de pK, dos alcaloides
HAE, HIE e NOR, por espectrofotometria. Os valores de pK; encontrados sdo
referentes ao pKcy, isto €, a constante de ionizacdo dos alcaloides provenientes do
equilibrio entre as espécies catidnica e neutra.

A presenca de micelas (carregadas negativamente) de SDS tendem a
estabilizar a forma protonada (carregada positivamente) dos alcaloides, elevando
o valor da constante 4cida dessas substancias. Todavia vale lembrar que para

trabalhar com cromatografia liquida, o comportamento dos alcaloides e sua
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espécie predominante devem ser compreendidos na faixa de pH de operacdo das
colunas de separacao, ou seja, entre 3 e 8 no caso da coluna com fase estacionaria
C18, pois esta ¢ a faixa de pH viavel para trabalhos com coluna de silica
convencional. Nesse contexto, a medida dos valores do pK; em meio micelar para
HOL, HLINE e HLOL ndo se fez necessario, pois nessa faixa de pH de trabalho
esses alcaloides estardo predominantemente na forma protonada, de acordo o0s
respectivos valores de pK; (9,5; 9,5 e 11,3), em meio aquoso, descritos na
literatura (Balon et al., 1993 b).

4.1.2
Determinacao dos valores de pK, das B-carbolinas por

absorciometria

A espectrofotometria de absorcdo molecular (absorciometria) é atrativa
para se proceder a determinagdo de valores de pK, por ser sensivel e permitir se
trabalhar, dependendo das moléculas-alvo do estudo, com solucBes aquosas muito
diluidas (da ordem de 10° e 10° mol L™). O fato de ndo se depender das
alteracOes provocadas na interface solucéo-eletrodo também é vantajosos do ponto
de vista da exatiddo dos resultados em meio rico em micelas.

Tradicionalmente, na analise absorciométrica, a determinacdo dos valores
de pK, é realizada monitorando-se, num U(nico comprimento de onda, as
absorvancias de seis a oito solu¢bes de mesma concentracdo de um alcaloide
preparado em meios com diferentes valores de pH (que pode ser ajustada com
solucdo tampdo). A partir de valores conhecidos das absortividades molares, o
valor do pK, é determinado pelo ajuste de formulas estabelecidas pelos conjuntos
de dados experimentais. Vale salientar que a posicdo espectral da espécie
protonada e da desprotonada devem apresentar alguma diferenca e as respectivas
absortividades molares devem ser determinadas pela inclinagdo de uma curva
analitica em situacdo de pH que garanta a presenga predominante de uma das
especies (Tam e Takacs-Novak, 2001).

Neste trabalho, para cada um dos trés alcaloides estudados, foram
preparadas oito solucGes aquosas e oito solugdes aquosas no meio rico em micelas

de SDS. Cada uma das oito solugdes teve o pH ajustado para valor especifico e
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distinto e que foram escolhidos com base nos valores da literatura (Thomas-Vert
et al., 1983; Balon et al., 1993 b). A fim de garantir a presenca apenas da espécie
catibnica, a primeira solucdo de cada um dos alcaloides foi acidificada com
solugdo de HCI 0,1 mol L™ até atingir um valor de pH abaixo de 2. No extremo
oposto, a fim de obter um espectro predominante da forma neutra na oitava
solugéo, o pH do meio foi ajustado para valores acima de 12, pela adigdo de uma
solugdo de NaOH a 0,1 mol L™. Os valores de pH das solucdes numeradas de 2 a
7 foram ajustados com solucdo tampéo fosfato (hidrogenofosfato de sédio/acido
fosférico). Na Tabela 4 e na Tabela 5 sdo mostradas, respectivamente, os valores
de pH das solucdes aquosas na auséncia e na presenca de micelas de SDS que
foram utilizadas na determinacdo dos valores de pKj.

Para a determinacdo dos valores de pK, foram utilizados meios de elevada
forca i6nica a fim de minimizar a diferenca entre a concentragdo total dos fons H*
e a atividade dos ions H* em solugo. Com isso, foi possivel obter o valor do pH
em termos de concentracio de H*. Para manter a forca iénica ajustada e constante

foi adicionada solugdo de 0,1 mol L™ de NaCl em todas as oitos solucdes.

Tabela 4. Valores de pH das solugBes utilizadas na determinacdo do pK, aquoso por
absorciometria.

Valores de pH

Solucdes

HAE NOR HIE
1 <2 <2 <2
2 7,1 6,0 7,1
3 7,5 6,2 7.4
4 7,7 6,5 7,6
5 7,9 7,2 8,0
6 8,4 7,9 8,3
7 8,8 8,8 91
8 > 12 >12 > 12
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Tabela 5. Valores de pH das soluces utilizadas na determinacdo do pK, em meio rico em micelas
de SDS por absorciometria.

Valores de pH
Solucbes

HAE NOR HIE
1 <2 <2 <2
2 7,2 8,0 7,1
3 7,5 8,5 7,4
4 7,8 91 7,6
5 8,4 8,0
6 8,8 10,0 8,9
7 9,5 10,6 10,3
8 >12 >12 >12

Na Tabela 6 estdo apresentados os valores dos comprimentos de onda
méaximos de absorc¢do dos alcaloides (em nm), considerando as espécies catidnicas
(Amax 1) BH") € espécies neutras (Amax (7 B) nos meios aquosos sem e com SDS
(acima da CMC).

Tabela 6: Valores de comprimento de onda de absorvancia para as espécies catibnicas dos

alcaloides HAE, NOR e HIE (Amax 1y BH) € espécies neutras (Amsx 2y B) nos meios aquosos sem e
com SDS acima da CMC.

Meio sem SDS Meio com SDS
Substancia + +
M BH Mmé BH
max((;)n(]) ) Amax 2 (B) (nm) max((;)ng) ) Amax 2 (B) (nm)
HAE 288 299 289 302
NOR 288 302 290 304
HIE 299 317 303 327

Os comprimentos de onda para 0 HIE e HAE estdo de acordo com o0s
valores apresentados na literatura tanto em meio aquoso sem surfactante (Thomas-
Vert et al., 1983; Baldn et al., 1993 b) quanto em meio rico em micelas de SDS
(Martin, 2005).

As Figuras a seguir (Figura 19, Figura 20 e Figura 21) mostram oS
espectros de absorcdo para os alcaloides em meio aquoso sem surfactante (A) e

em meio rico em micelas de SDS (B) em diferentes valores de pH.
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Figura 19. Espectros de absorcdo da HAE em diferentes valores de pH, em meio aquoso sem
surfactante (A) e em meio aquoso rico em micelas de SDS (B).
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Figura 20. Espectros de absor¢cdo da NOR em diferentes valores de pH, em meio aquoso sem
surfactante (A) e em meio aquoso rico em micelas de SDS (B).
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Figura 21. Espectros de absor¢do do HIE em diferentes valores de pH, em meio aquoso sem
surfactante (A) e em meio aquoso rico em micelas de SDS (B).

Pode ser observado nas figuras com o0s espectros que em todos o
comprimento de onda mé&ximo (Amax) Se desloca em funcdo do pH do meio
aquoso. Em meios acidos, 0s Amax dos alcaloides sofreram deslocamentos
batocrémicos, enquanto que em meios basicos, o deslocamento ocorreu para
comprimentos de onda menores, caracterizando deslocamento hipsocrémico.

Os valores de pK, das substancias em S, puderam ser determinados
através da mudanga do espectro de absorvéncia das solucGes de diferentes pH e
pela equacdo de Jaffé e Orchin (1962) (Equacdo 63), onde A € a absorvancia da

substancia nas solugdes, Agn+ € a absorvancia da espécie quimica na forma
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catidnica presente em solucdo de pH &cido mais extremo e Ag é a absorvancia da
espécie quimica na forma neutra em solucdo de pH basico mais extremo. Os
valores das absorvancias A, Agn+ € Ag foram medidos nos comprimentos de onda

maximos de cada espectro.

-A

pK,(S,) = pH —log Ao = A (63)
a\-o A—AB

Assim, a partir dos dados experimentais aplicados a Equacdo 63 e
tomando a mesma como uma equacao da reta, do valor do coeficiente linear foi
extraido o valor de pK, Na Tabela 7 sdo apresentadas as equagdes da reta, o
coeficiente de correlacdo (R?) e os valores de pKa em meio aquoso sem
surfactante e em meio organizado por micelas de SDS, para cada um dos
alcaloides.

As equacdes da reta obtidas para os alcaloides, em meio aquoso sem SDS,
apresentaram valores de coeficiente de determinagdo (R?) acima de 0,97,
indicando um bom ajuste ao modelo linear. Em meio contendo micelas de SDS, as
equacdes da reta e valores de R? obtidos para HAE, NOR e HIE também se

ajustaram no modelo linear.

Tabela 7. Equacdes da reta, R? e valores de pK, para as B-carbolinas HAE, HIE e NOR em meio
aquoso sem SDS e em meio aquoso rico em micelas de SDS, determinados por absorciometria.

Meio aquoso sem SDS Meio aquoso rico em micelas de SDS
O Ewagdoomdo o aqoorom R i
micelas de SDS
HAE y=0,79 x + 7,47 0,98 7,5 y=0,78 x + 8,39 0,99 8,4
NOR y=113x+7,11 0,99 7,1 y=126x+7,97 0,97 8,0
HIE y=0,97 x+7,71 0,97 7,7 y=1,23x+8,65 0,97 8,6

Como mencionado, no modelo usado, o coeficiente linear da equagdo da
reta representa o valor de pK, da substancia. Observa-se a tendéncia do aumento
do valor de pK, no “meio micelar” (pKam) em torno de uma unidade em relacéo ao
pKa N0 meio aquoso sem surfactante para os alcaloides HAE, NOR e HIE. O

aumento do valor de pKy, confirmou a estabilizacdo da espécie catibnica das [3-
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carbolinas pela interagio com a superficie da micela de SDS carregada
negativamente. Seguindo a mesma tendéncia do aumento do valor da constante de
ionizacdo em meio rico em micelas, os valores de pKyn das substancias HOL,

HLOL e HLINE provavelmente resultariam em valores entre 10,5 a 12,5.

4.1.3
Desenvolvimento de método de separagcdo das seis B-carbolinas por
MLC

O desenvolvimento de método para a separacdo de B-carbolinas utilizando
MLC com deteccdo fluorimétrica requer o conhecimento prévio da influéncia de
trés principais parametros cromatograficos: (i) natureza e concentracdo do
surfactante, (ii) natureza e concentracdo do modificador organico e (iii) o pH do
meio. Caracteristicas fisico-quimicas como as informacdes obtidas sobre o
comportamento acido-base dos analitos serviram de premissas para a escolha das
condigOes experimentais.

As B-carbolinas possuem caracteristicas acido-base particulares devido a
presenca do nitrogénio do pirrol (carater acido) e o nitrogénio do anel piridina
(cardter bésico), como ja discutido. Essas substancias apresentam-se
predominantemente nas formas: (i) catidnica, em pH &cido abaixo de 5 e (ii)
neutra, em valores elevados de pH acima de 12. Em funcdo disso, foi escolhido o
dodecilsulfato de sédio (SDS), surfactante aniénico, para compor a fase mével
micelar de forma a promover interagdo com os alcaloides. Se os alcaloides
estiverem predominantemente na forma cationica, as micelas de SDS tenderdo a
interagir eletrostaticamente com os alcaloides pela sua superficie, que é carregada
negativamente. Por outro lado, se a predominancia for da espécie neutra, as
micelas de SDS poderdo se ligar aos analitos pela sua superficie por meio da
inducdo eletrostatica. As [-carbolinas também podem apresentar-se como
espécies anidnicas, quando em meio com concentracdes elevadas de base forte,
acima de 6 mol L™ Essa condicdo é indesejével, pois ocorrera repulsio
eletrostatica entre a micela aniénica de SDS. Ademais, concentra¢cdes muito

elevadas de base forte sdo inadequadas para estudos em sistema de HPLC.
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4.1.4
Estudos preliminares das condi¢c8es de separacdo cromatografica
por MLC

Inicialmente, a separacdo das B-carbolinas em meio rico em micelas de
SDS foi realizada em pH &cido e igual a 3, onde a espécie catibnica é
predominante. Nessas condi¢fes, ha uma maior possibilidade de interacédo
eletrostatica entre o surfactante anionico e as f-carbolinas. Para isso, a fase movel
micelar foi preparada em um tampao 10 mmol L™ de acetato de sdio e o valor do
pH foi ajustado com acido acético. Vale destacar que valores de pH abaixo de 3 e
acima de 8 ndo sdo recomendados para 0 uso em colunas cromatograficas C18 de
fase reversa. Para a modificacdo da coluna é recomendavel a utilizacdo de
concentracdes do surfactante acima da CMC (em torno de 8 mmol L™). No
entanto, os testes preliminares foram realizados em fase mével micelar contendo
150 mmol L™ de SDS para garantir meio rico em micelas em regime de vazdo de
fase mdvel. Além disso, ACN foi usado como modificador organico, baseado no
trabalho de Lépez-Grio et al. (2001) no qual os autores avaliaram a eficiéncia de
separacdo de treze farmacos utilizando diferentes modificadores organicos (ACN,
butanol, tetrahidrofurano, 1-propanol e 1-pentanol) por MLC com surfactante
SDS. O ACN foi o solvente que permitiu uma separacao, na linha de base, dos
farmacos em uma faixa mais robusta de concentracdo de SDS e de porcentagem
deste solvente na fase movel, aléem de aumentar a eficiéncia e a simetria dos picos.
A literatura também indica que adicdo de pequena quantidade do reagente
trietilamina (N(C2Hs)3), (Et)sN, tende a melhorar do perfil dos picos
cromatograficos de compostos basicos, diminuindo o efeito cauda em funcéo da
sua interacdo com o0s grupos silandis que ficam sem interagir com o surfactante
(Cline-Love e Fett, 1991; Berthod e Garcia-Alvarez-Coque, 2000). A vazao da
fase moével, de 1,0 mL min™, e a temperatura da coluna, de 25°C, foram
escolhidos inicialmente por serem valores usados frequentemente em separagdes
cromatograficas.

Na Figura 22 sdo mostrados 0s cromatogramas obtidos para cada uma das
seis B-carbolinas (em concentracdo de 1 x 10® mol L™) nas condicées iniciais
escolhidas, ou seja, fase movel composta por solu¢do tampdo acetato (10 mmol
L% pH 3,0) contendo 150 mmol L™ de SDS e 0,5% (Et);N e 5%, em volume, de
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ACN; vazdo de 1,0 mL min™ e temperatura da coluna de 25°C. O volume de 20
uL de solucdo de analito (preparado em fase modvel micelar de mesma
composi¢do) foi o escolhido para ser introduzido no sistema cromatogréfico.
Avaliando o comportamento obtido, com a introducdo de solucdes padrdes puras
para cada analito, a ordem de tempos de retencdo foi: HOL, HLOL, HAE, HIE,
NOR e HLINE.

Por meio dos espectros de fluorescéncia em trés dimensdes foram
definidos os comprimentos de onda de excitacdo e de emissdo Mmaximos (Aexcrem)

dos seis alcaloides (Tabela 8).

Tabela 8: Comprimentos de onda de excitacao e de emissdo maximos (Aexcem) dos alcaloides HOL,
HLOL, HAE, HIE, NOR e HLINE obtidos nas solu¢do de composi¢édo escolhida para introducéo
no sistema cromatografico.

HOL HLOL HAE NOR HIE HLINE
hexciagio 334 378 370 310/374 342 382
(nm)
hemisszo 419 479 435 447 416 467
(nm)

Vale ressaltar que nos cromatogramas, a fluorescéncia medida foi em
unidades de luminescéncia e denominadas simplesmente de “sinal”. Na Figura 22
a intensidade de fluorescéncia foi normalizada de tal forma que tivessem a mesma
intensidade, permitindo que se observasse claramente a posicdo de cada pico
(sozinho em solugéo) no seu respectivo cromatograma.

Analisando os cromatogramas, observa-se que o HOL é a primeira
substancia a ser eluida com tempo de retencdo (tg) em torno de 7 min enquanto o
HLINE foi o Gltimo alcaloide a ser eluido, préximo a 20 min. Os pares de picos
correspondentes a HOL/HLOL e HIE/NOR provavelmente co-eluiriam
parcialmente em misturas cromatografadas nas condicdes iniciais em funcdo da
proximidade dos valores de tg (7 € 7,5 min) e (17 e 18 min) respectivamente para
0s pares citados. Assim, esforcos foram direcionados para melhorar a eficiéncia de

separacdo visando também o menor tempo de corrida cromatografica.
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Figura 22. Injecdes individuais de HOL, HLOL, HAE, HIE, NOR e HLINE de concentracdo 2,5 x
10" mol L. Composicéo da fase mével micelar: tamp&o acetato (10 mmol L™; pH 3,0), contendo
150 mmol L™ de SDS, 0,5%, em volume, (Et)sN/ACN(95/5 v/v). Volume de amostra introduzida
de 20 puL e vazdo igual a 1,0 mL min™ e temperatura da coluna a 25°C. Os pares de Aexeem para
leitura dos alcaléides foram HOL 334/419, HLOL.: 378/479, HAE: 370/435, HIE: 342/416, NOR:
374/447 e HLINE: 382/467 nm.

4.1.5
Estudos da variacdo da vazdo de fase mdvel e estabelecimento do

programa de deteccédo em funcdo dos tempos de retencao

A fim de aumentar a eficiéncia de separacdo entre os pares de analitos
HOL/HLOL e HIE/NOR, foi realizada a reducdo da vazao de fase mével para 0,6
mL min™. Na Figura 23 sdo mostrados os cromatogramas obtidos pela injecdo de
uma mistura das seis p-carbolinas variando a vazao de 1,0 mL min™ (A) para 0,6
mL min™ (B). A composicdo da fase mével micelar e a temperatura foram aquelas
estabelecidas para o cromatograma preliminar. Os pares de Aexcrem para detecgdo
dos alcaloides foram: HOL 356/410, HLOL: 356/500, HAE: 370/435, NOR:
370/447, HIE: 370/416 e HLINE: 370/495 nm.
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Figura 23. Cromatogramas da mistura das seis B-carbolinas, HOL, HLOL, HAE, HIE, NOR e
HLINE de concentragdo 2,5 x 10" mol L™, variando a vazdo de fase mével: 1,0 mL min™ (A) e
0,6 mL min™ (B). Composicdo da fase micelar: tampao acetato (10 mmol L™*; pH 3,0), contendo
150 mmol L™ de SDS, 0,5% (Et)sN e 5%, em volume, de ACN. Temperatura da coluna de 25°C e
volume de amostra introduzida de 20 puL. Os pares de Aeem para leitura dos alcaloides foram
HOL 356/410, HLOL.: 356/500, HAE: 370/435, NOR: 370/447, HIE: 370/416 e HLINE: 370/495
nm.

Embora tenha sido observado o aumento no tempo total de corrida de 22
min (cromatograma A) para 31 min (cromatograma B), a separacdo de picos
obtida no cromatograma B melhorou sensivelmente. A variacdo da vazdo da fase
movel aumentou o tempo de interacdo entre micela-analito-fase estacionéria
modificada (M-A-FEM) melhorando assim a separacdo das zonas dos respectivos
analitos. Contudo, como esperado, o tempo de corrida aumentou e 0s picos
ficaram ligeiramente mais largos. Apesar disso, a vazdo de 0,6 mL min™ foi
escolhido para dar continuidade ao desenvolvimento do método.

Uma funcionalidade do cromatégrafo utilizado nesse trabalho é a
possibilidade do estabelecimento de um programa de detec¢do com a variagdo dos
comprimentos de onda de excitacdo e de emissdo em funcao do tempo de retencéo
dos analitos. O equipamento também permite a detec¢do de fluorescéncia em
quatro canais diferentes, denominados A, B, C e D. Assim, para cada intervalo de
tempo de corrida foi possivel utilizar quatro pares de Aexcrem.

A vantagem de se estabelecer a programacdo de deteccdo é que as
substancias, presentes em uma mistura, poderdo ser detectadas em seus pares
Aexclem MAXiMOS ou proximos dele, promovendo assim a maximizacdo de sinal
analitico e consequentemente melhoria na sensibilidade e capacidade de deteccéo.

Outra vantagem € poder realizar as medi¢cdes de sinal em Aexcem €Specificos do
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analito, o que pode acarretar em maior seletividade do método. Por exemplo, para
pares de picos com menor resolugdo, detectados em canais diferentes, os efeitos
de interferéncia de co-elui¢cdo podem ser minimizados, como pode ser observado
no par HOL/HLOL na Figura 24.

Com base nos resultados obtidos nos cromatogramas da Figura 24, foi
programada a variagao do par Aexc/Aem €M fungdo do tempo de corrida de modo a
se ter o par ideal dentro da faixa que contém o tempo retencdo de cada um dos
alcaloides. O HOL tem o méximo de sua fluorescéncia no par de Aexc/Aem de
334/419 nm enquanto que para 0 HLOL esse méaximo ocorre em 378/479 nm
(Tabela 8). Entéo, para as injec6es dos analitos HOL e HLOL foi fixado 0 Aexc €M
356 nm (que é o compromisso entre 334 e 378 nm do HOL e HLOL
respectivamente) e 0 Aem foi definido como 0 Amaximo de cada um dos respectivos
analitos, cuja deteccdo foi realizada em canais diferentes. Aos dois canais
restantes, foram atribuidos valores de Aem NOS quais, sem grandes decréscimos na
intensidade do sinal, existe a possibilidade de se medir os sinais do HOL ou do
HLOL, com a menor interferéncia possivel de um sobre o outro. Dessa forma,
foram atribuidos para os canais C e D valores mais extremos de Aem para HOL
(410 nm) e HLOL (500 nm).

Na Figura 24 é mostrado o cromatograma de uma mistura dos seis
alcaloides com medicédo de sinal nos quatro canais de deteccdo de fluorescéncia,
com a regido do HOL/HLOL em destaque na figura. Os analitos HOL e HLOL
eluiram com valores de tg aproximadamente de 13 min (HOL) e 14,2 min
(HLOL). Pode ser observado no cromatograma da mistura dos alcaloides do canal
C, que foi possivel obter a medicdo do sinal do HOL e um pequeno ombro no
tempo de retencdo do HLOL. No canal D, observou-se pequeno sinal atribuido ao
HOL e um sinal maior atribuido ao HLOL, mostrando uma minimizacdo da

interferéncia do HOL na quantificacdo do HLOL pela selecdo de Aexc/Aem.
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Figura 24. (a) Cromatograma da inje¢do de uma mistura dos seis alcaloides de concentragdes
iguais a 1 x 10 mol L™ para HOL e HLOL e demais analitos iguais a 1 x 10 mol L. (b)
Destaque do cromatograma na regido do HOL e HLOL em diferentes canais de deteccdo por
fluorescéncia: 356/479 nm (A), 356/419 nm (B), 356/410 nm (C) e 356/500 nm (D). Composicao
da fase movel micelar: tampédo acetato (10 mmol L™; pH 3,0), contendo 150 mmol L™ de SDS,
0,5% (Et)3N e 5%, em volume, de ACN. Volume de amostra introduzida de 20 uL, vazdo igual a
0,6 mL min™ e temperatura da coluna a 25°C.

Como os analitos HAE, HIE e NOR possuem Aem iguais a 435, 416 e 447
nm, respectivamente, ndo foi possivel utilizar o mesmo recurso de discriminagéo
usado para o par HOL/HLOL. Como os alcaloides eluiram em tempos préximos e
possuem comprimentos de onda maximos de excitacdo e de emissdo similares, o
hexc foi fixado em 360 nm (valor de compromisso para 0S Aexc entre oS quatro
alcaloides HAE, HIE, NOR e HLINE) e os valores de Aey de cada substancia foi
atribuida a um canal diferente de tal forma que cada -carbolina seria detectada
em um par de Aex/Aem Mais proximo possivel do seu maximo de fluorescéncia.

Desta forma, os analitos na ordem de eluicdo foram detectados nos
seguintes canais e pares de comprimentos de onda de excitacdo e de emissao: (i)
HOL 356/410 nm (canal C), (ii) HLOL 356/500 nm (canal D), (iii) HAE 370/435
nm (canal A), (iv) HIE 370/416 nm (canal D), (v) NOR 370/447 nm (canal B) e
(vi) HLINE 370/495 nm (canal C). Como as [B-carbolinas possuem pares de
Aexc/Aem Proximos, € possivel que em um mesmo canal os seis alcaloides sejam
monitorados, porém, a quantificacdo da area do pico foi realizada no canal
correspondente a cada substancia. Vale salientar que no decorrer do ajuste dos
parametros cromatograficos, para todas as injecbes das misturas das seis [-

carbolinas, a programacdo dos pares de Aexc/Aem Permaneceram 0S mMesMos.
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Todavia, dependendo das condigdes dos experimentos, 0s tempos de retencdo dos
analitos sofreram alteracdes, sendo entdo necessario ajustar a faixa de tempo na
programacdo de comprimento de onda. Na Tabela 9 é apresentado o programa de
deteccdo dos seis alcaldides durante a corrida cromatografica (indicando Aexc €
Aem). Os intervalos de tempo foram baseados nos cromatogramas apresentado na

Figura 24.

Tabela 9. Rampa de comprimentos de onda de excitacdo e de emissdo em funcdo do tempo de
corrida.

}\’Em

Faixa de A
B-carbolina e (nm)

tempo (min)  (nm)
Canal A CanalB CanalC Canal D

HOL/HLOL 0,0-17,0 356 479 419 410 500

HAE/HIE/NOR/HLINE  18,0-32,0 370 435 447 495 416

Somente serdo apresentados os picos cromatogréficos relativos as -
carbolinas, obtidas no canal A, para facilitar a visualizacdo dos cromatogramas da

mistura de alcaloides.

4.1.6

Estudo da influéncia da concentracdo de surfactante

A concentracdo de SDS na fase modvel foi avaliada em trés concentracGes
distintas, 70, 150 e 200 mmol L, todas acima da CMC, mantendo-se todas as
outras condi¢des experimentais iguais as usadas para se obter o cromatograma da
Figura 23 B. Na Figura 25 sdo mostrados 0s cromatogramas obtidos injecdes de
solugdes padrdo variando apenas a concentracdo de SDS (mantendo a mesma
proporcao tanto na fase movel micelar quanto na solucdo dos analitos injetada no
sistema).

De acordo com os resultados, a variagdo da concentragcdo do surfactante
alterou a resolucdo dos picos e provocou uma diminuicdo no tempo total de
corrida, que caiu de 46 para 20 min considerando a elui¢do do analito mais retido

e vazdo de 0,6 mL min. Nao foram realizados testes com fases moéveis contendo
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concentracBes de SDS acima de 200 mmol L™ devido a dificuldade na sua
solubilizacdo do surfactante na fase movel, gasto do reagente e saturagdo no

sistema cromatdgrafo liquido.

HLOL
HLOL
HIE+NOR
_ —_ l HLINE
RN HAE
[V e
HOL
\c:-
B HLINE
HIE+NO
C Hazl HLINE
0 5 2 2 35 40 45

Tempo de retencio (mjn)

Figura 25. Cromatogramas da mistura das seis p-carbolinas de concentragdo 1 x 10 mol L,
variando a concentragdo do SDS: 70 mmol L™ (A), 150 mmol L™ (B) e 200 mmol L™ (C).
Composicdo da fase mével micelar: tampao acetato (10 mmol L™; pH 3,0), contendo SDS, 0,5%
(Et);N e 5%, em volume, de ACN. Vazdo de 0,6 mL min™, temperatura da coluna de 25°C e

volume de amostra introduzida de 20 uL em todas as inje¢fes. Os pares de Aeyem para leitura dos
alcaloides foram HOL/HLOL.: 356/479, HAE/HIE/NOR/ HLINE: 370/435 nm.

Como todas as seis [B-carbolinas presentes na mistura introduzida no
sistema cromatografico tiveram seus tempos de retencdo reduzidos em fungéo do
aumento da concentracdo de SDS, pode-se afirmar que os seis alcaloides possuem
comportamento binding, isto é, interagem mais efetivamente com as micelas de
SDS na fase movel do que com a fase estacionaria modificada. O aumento da
cocentracdo de SDS ndo provoca alteracdo proporcional na fase estacionaria ja
modificada, quando da adicdo de menores quantidades de surfactante. Por outro
lado, a quantidade de micelas livres na fase movel aumenta proporcionalmente
com o acréscimo de SDS, o que acarreta um desequilibrio da interacdo micela-
analito-fase movel modificada. O aumento da concentracdo das micelas na fase
movel favorece uma maior interagdo analito-micela, diminuindo a interacdo
analito-fase movel modificada. Assim, o tempo de retencdo dos alcaloides
analisados diminui, ja que as micelas percolam pela coluna na fase movel

carreando os analitos.
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Em relacdo a separacdo dos picos, com 0 aumento da concentra¢do de SDS
de 70 (cromatograma A) para 150 mmol L (cromatograma B) foi possivel
observar nitidamente uma melhora na separacdo dos picos cromatograficos do
HOL/HLOL e dos picos correspondentes aos analitos HIE/NOR. A fase mdvel
contendo 200 mmol L™ de SDS (cromatograma C) apresentou comportamento de
separacdo similar ao do cromatograma A, no qual os alcaloides HOL/HLOL e
HIE/NOR tenderam a co-eluir. Das condictes testadas, o melhor perfil de
separacdo dos alcaloides foi obtido com a fase mével micelar contendo 150 mmol
L de SDS. Portanto, nos experimentos posteriores essa concentracéo de SDS foi

mantida.

4.1.7
Estudo da variacdo da natureza e da porcentagem do solvente

organico na fase mével micelar

A presenca de solvente orgénico, como modificador quimico, na fase
micelar tem papel relevante nas separagdes por MLC. A natureza do solvente
organico a ser utilizado foi avaliada de tal forma que se escolheu trés diferentes
modificadores, com base nos trabalhos académicos com MLC: ACN (Lopez-Grio
et al., 2001), que ja foi incorporado nas condigdes preliminares na propor¢do, em
volume, de 5%, metanol e propan-2-ol (Berthod e Garcia-Alvarez-Coque, 2000;
Ruiz-Angel et al., 2009). Para tal, solucio padrdo da mistura das seis p-carbolinas
foi introduzida no sistema nas condi¢des estabelecidas até o0 momento, variando-
se apenas a natureza do solvente organico adicionado na proporcdo de 5%. Nessas
condi¢Bes, o perfil cromatografico das P-carbolinas se manteve o mesmo,
independentemente do modificador quimico, ndo ocorrendo nenhuma alteracédo
significativa na resolucdo dos picos, nos tempos de retencdo das substancias e no
tempo total de corrida cromatogréfica. Dessa forma, decidiu-se pelo uso do ACN
para a continuidade dos experimentos. No entanto, um Gltimo teste foi realizado
de modo a se verificar o efeito provocado pela proporcdo de ACN na fase modvel
na separacdo cromatogréfica.

Para tal, dois niveis de propor¢do de ACN foram usados, sendo um baixo
(5%), porém considerando eficiente para MLC, e um elevado (20%),
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considerando 0 méximo para solventes organicos em MLC. Valores mais elevados
nédo foram testados, pois isso provocaria alteragdes nas condigdes de formacdo das
micelas. Na Figura 26 sdo mostrados 0s cromatogramas resultantes do processo de
separagdo da mistura das seis B-carbolinas em fases mdveis micelares contendo
proporcoes de 20% (A) e 5% (B) de ACN, em volume.

HLOL
HOL
_ HAE
E A HE nor HLINE
@
HLOL
HOL
HAE HLINE
0 5 10 15 20 25 30 35

Tempo de retencio (min)

Figura 26. Cromatogramas da mistura das seis p-carbolinas de concentracdo 1 x 10° mol L™
comparando duas propor¢des de ACN: 20% (A) e 5% (B). Composi¢do da fase movel micelar:
tampéo acetato (10 mmol L™; pH 3,0), contendo 150 mmol L™ de SDS, 0,5% (Et);N e ACN.
Vazéo de 0,6 mL min™, temperatura da coluna de 25°C e volume de injecdo de 20 uL em todas as
injecfes. Os pares de Aeem para leitura dos alcaloides foram HOL/HLOL: 356/479,
HAE/HIE/NOR/HLINE: 370/435 nm.

A elevacdo da porcentagem de ACN na fase mdvel micelar provocou leve
aumento nos tempos de retencdo de todas as seis B-carbolinas, principalmente da
HAE/ HIE/NOR/HLINE. Além disso, ocorreu uma piora na resolucdo entre os
analitos HOL/HLOL (Figura 26 A). Com o aumento da propor¢do de ACN houve
um aumento no tempo total de corrida cromatografica, medida pelo tempo de
retencdo do analito mais retido (HLINE), que variou de 31 min para 34 min. Esse
comportamento de alteracdo na retencdo de todos os alcaloides confirma o carater
binding, ou seja, a propor¢do mais elevada de ACN provoca a reducdo da
quantidade de micelas na fase movel, diminuindo a influéncia de interacdo
micela-analito em relacdo a interacdo analito-fase estacionaria, ja que a maior
porcentagem de solvente organico pode prejudicar a estabilidade da fase
estacionaria modificada e a integridade das micelas (Berthod e Garcia-Alvarez-
Coque, 2000). O uso de menor proporcdao de ACN repercute no menor custo e na

reducdo de residuos toxicos gerados pelas analises cromatograficas. Assim, de
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acordo com os resultados discutidos, a adigdo de ACN na proporgdo, em volume,
de 5% foi escolhida para o método.

4.1.8
Estudo preliminar do valor de pH da fase mével micelar

Como discutido, com o intuito de manter as p-carbolinas carregadas
positivamente em solucdo (de modo a promover melhor interacdo com as micelas
de SDS), o valor do pH do meio foi mantido em 3,0. Nessa etapa, um ajuste de pH
foi realizado de tal forma a se compreender a tendéncia desse efeito na separacéo
cromatografica dos alcaloides. Os testes comparativos foram realizados em pH 3,0
e em pH 5,0, este Gltimo ainda pH &cido, onde ainda ha a predominancia das
espécies catidnicas dos alcaloides em meio micelar (Martin et al., 2005).

A superposigdo dos cromatogramas (intensidade de sinal normalizada)
resultantes da introducdo de solucGes padrbes de cada uma das seis B-carbolinas
usando fase movel micelar ajustada com pH 5,0 (Figura 27) indicaram melhora
significativa na resolucdo dos pares criticos HOL/HLOL e HAE/NOR. E
interessante notar que também foi observada uma inversdo na ordem de retencao
do HIE com NOR, resultando numa nova ordem de eluicdo das B-carbolinas:
HOL, HLOL, HAE, NOR, HIE e HLINE. A NOR ¢ a B-carbolina que é mais
influenciada em relacdo a interacdo entre micela-analito-fase estacionéria
modificada em func¢do do pH. Isso se justifica pela diferenca da estrutura quimica
da NOR em relacdo aos demais, a qual ndo possui nenhum substitutinte nos anéis

pirrolico, piridinico e aromatico.
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Figura 27. Cromatogramas obtidos para cada uma das seis p-carbolinas, na concentracdo de 2,5 x
10”7 mol L™. Composicdo da fase mével micelar: tampéo acetato (10 mmol L™; pH 5,0), contendo
150 mmol L™ de SDS, 0,5% (Et);N e 5% de ACN em volume. Vazdo de 0,6 mL min™,
temperatura da coluna de 25°C e volume de injecdo 20 pL. Os pares de Aeem para leitura dos
alcaloides foram HOL 356/410, HLOL.: 356/500, HAE: 370/435, NOR: 370/447, HIE: 370/416 e
HLINE: 370/495 nm.

A melhoria na separacdo obtida com a fase micelar mével em pH 5,0 é
melhor visualizado quando comparado com o resultado obtido em pH 3,0,
indicado na Figura 28, em que séo apresentados os cromatogramas obtidos a partir
de solucéo contendo a mistura de todas a seis B-carbolinas, na concentragéo 2,5 x
10" mol L. A comparagéo dos cromatogramas indica a melhoria significativa na
resolucdo entre os pares de pico HOL/HLOL e HAE/HIE/NOR.

HLOL

Sinal

Tempo de retencdo (min)

Figura 28. Cromatogramas de uma mistura de solugBes padrdo das seis [B-carbolinas, na
concentragdo 2,5 x 107 mol L™ em fungdo do pH da fase mével micelar: 3,0 (A) e 5,0 (B).
Composicdo da fase movel micelar: tampao acetato (10 mmol L™), contendo 150 mmol L* de
SDS, 0,5% (Et)sN e 5% de ACN, em volume. Vazédo de 0,6 mL min™, temperatura da coluna de
25°C e volume de injecdo 20 pL. Os pares de Aecem para leitura dos alcaloides foram HOL/HLOL:
356/479, HAE/HIE/NOR/ HLINE: 370/435 nm.
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4.1.9

Ajuste da temperatura da coluna cromatografica

Muito embora tenha se verificado a melhoria na resolucdo dos picos, a
separacdo plena entre HOL/HLOL e a separagéo entre o par HAE/NOR néo foi
atingida em pH 5,0. Assim, decidiu-se avaliar se um simples ajuste na temperatura
de separacdo poderia beneficiar o0 processo de separacdo. Na Figura 29 é
apresentada a superposicdo dos cromatogramas obtidos da injecdo de uma mistura
dos padrdes das B-carbolinas, com a regido dos analitos HAE/NOR em destaque,
em diferentes temperaturas, em °C: A) 40, B) 30 e C) 25. Com base nos
cromatogramas, a temperatura de 25°C foi a condicéo de analise que apresentou a

melhor resolucéo, proximo a linha de base.

Szl

.............

/ Tempo de retencSo (i)

Sinal

Tempo de retengo (min)

Figura 29. Superposicdo de cromatogramas obtidos da mistura das seis PB-carbolinas de
concentracdo 1 x 10”7 mol L™ (a) e a regido aumentada (b) do HAE/NOR variando a temperatura
da coluna, °C: 40 (A), 30 (B) e 25 (C). Composicdo da fase movel micelar: tampdo acetato (10
mmol L™ pH 5,0), contendo 150 mmol L™ de SDS, 0,5% (Et);N e 5% de ACN, em volume.
Vazdo de 0,6 mL min™ e volume de injecdo 20 pL. Os pares de Aecem para leitura dos alcaloides
foram HOL/HLOL.: 356/419, HAE/HIE/NOR/HLINE: 370/447 nm.

4.1.10
Estudo multivariado para ajuste final da concentracdo de SDS e do

valor de pH da fase movel micelar

A condicdo cromatogréfica estabelecida até aqui evoluiu a partir de um
primeiro ajuste experimental baseado em alguns experimentos univariados, ou

simplemente comparacdes pontuais baseadas nas condicdes tipicas para MLC ou
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HPLC, e que envolveu a avaliacdo da concentragdo do SDS, a escolha da natureza
e da percentual de modificador organico, a vazao da fase mdvel e a temperatura da
coluna. Porém, a partir dos resultados obtidos, concluiu-se que ainda haveria
espaco para melhorias, principalemente em termos da resolucdo entre HOL e
HLOL e entre HAE, HIE e NOR. Assim, decidiu-se por realizar um ajuste fino de
condigdes por meio de um planejamento de experimental (otimizacéo
multivariada) envolvendo dois dos principais parametros que afetariam a retencao
diferenciada entre B-carbolinas, ou seja, a concentracdo de SDS e o valor do pH
da fase mdvel micelar. Esse tipo de otimizagdo multivariada permite a verificacdo
da existéncia de interacBes sinérgicas ou antagbnicas entre 0s parametros
estudados o que pode refletir na escolha das condi¢des que permitam a separacao
plena dos picos e no tempo total de corrida cromatogréafica.

O pH da fase mével, em particular, € um pardmetro relevante na separagédo
cromatografica de espécies que possuem carater acido-base em solucédo, assim o
ajuste final do seu valor na fase movel micelar foi realizado no planejamento que
incluiu também o estudo da concentracdo de SDS, ja que esses sdo dois fatores
que tem grande chance de se influenciarem mutualmente. Com relagdo ao pH,
vale ressaltar também, que em alguns trabalhos académicos para a quantificacdo
das B-carbolinas por HPLC foram utilizados fases méveis com pH préximo de 8
(Moncrieff, 1989; Yritia et al., 2002; Kartal et al., 2003 e Gonzélez-Ruiz et al.,
2011).

A proporcdo de ACN na fase mével ndo foi incluida ja que se pretende
trabalhar com valores minimos desse solvente, no caso propor¢édo de 5%, perto do
minimo recomendado para MLC que é de 3% (Dorsey et al., 1983).
Adicionalmente, excluiu-se tal parametro do planejamento com base no pequeno
efeito causado por uma variacdo grande de ACN na fase movel, indicando a
limitagéo de tal ajuste. A vazdo da fase movel de 0,6 mL min™ e a temperatura da
coluna de 25°C foram considerados adequados frente ao que foi observado nos
estudos preliminares, de tal forma que caso fosse necessario um ajuste, isso
poderia ser feito posteriormente com um estudo univariado.

Ajustados separadamente, verificou-se que o aumento tanto do valor do
pH da fase estacionaria quanto da concentragdo de SDS tende a provocar uma
melhora a resolucdo entre os picos dos alcaloides. Assim sendo, foi realizado o

planejamento multivariado fatorial do tipo composto central (CCD 2°) da fase
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movel micelar com essas duas variaveis estabelecendo os niveis indicados na
Tabela 10, onde se mostra os niveis codificados: -1 (valor inferior para o
parametro), O (valor intermediario para o parametro) e +1 (valor superior para o
parametro), sendo os niveis adicionais (valores extremos) de -\V2 e +\2
produzidos na rotacdo caracteristica do planejamento.

Os limites estabelecidos para o valor do pH da fase mdvel micelar se
baseou na melhoria alcancada na resolucdo dos picos quando se ajustou o valor
desse parametro de 3,0 para 5,0. Assim, de modo a garantir que o valor 5,0
estivesse incluso na faixa de trabalho do planejamento como -1, o valor minimo
de 4,5 (-/2) foi adotado para o pH. J4 o limite superior (+V2) de pH da fase movel
no planejamento foi 8,0, onde se tem um limite seguro de operacdo para a fase
estacionaria, coincidindo com os valores estabelecidos na literatura para a
separagdo de B-carbolinas por HPLC. Com o intuito de ndo saturar o sistema
cromatografico e evitar o gasto excessivo de surfactante, os limites minimo e
méximo da concentragdo de SDS foram de 80 mmol L™ (-v2) e 220 mmol L™
(+12) respectivamente, de modo a garantir que o valor de 150 mmol L™ fosse o

ponto central (nivel zero).

Tabela 10. Relagdo dos niveis codificados e reais para os fatores do planejamento fatorial
composto central, CCD, 2%

Niveis
Fatores
-2 -1 0 +1 +\2
[SDS]
pH 4,5 5,0 6,3 75 8,0

O planejamento fatorial CCD proposto gerou 11 fases mdveis micelares de
diferentes concentracGes de SDS e de valores de pH, varrendo do pH acido ao
levemente basico como detalhado na Tabela 11. As combinacbes foram geradas
com auxilio do programa Statistica (versdo 7.0, Statsoft, USA) assim como a
ordem aleatoria escolhida para o estudo. As fases moveis micelares de nimeros 9,
10 e 11 sdo de composicdo idéntica para efeito de calculo do erro puro. Para o

teste de cada fase movel micelar foi preparada uma solucéo de mistura das seis -
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carbolinas (ha mesma concentragdo) diluindo a solucdo estoque na propria fase

movel micelar em teste.

Tabela 11. Descri¢cdo da composicdo das 11 fases moveis micelares em funcdo da concentracdo de
SDS e do valor de pH.

N° da fase mével Concentracéo de SDS H Niveis codificados
micelar (mmol L) P SDS pH
1 100 5,02 -1 -1
2 100 7,5° -1 1
3 200 5,0° 1 -1
4 200 7,5° 1 1
5 80 6,3 -2 0
6 220 6,3 V2 0
7 150 4,5° 0 2
8 150 8,0° 0 V2
9 150 6,3° 0 0
10 150 6,3" 0 0
11 150 6,3" 0 0

# Fase movel tamponada acetato de sodio/ acido acético;
® Fase mével tamponada com hidrogenofosfato de sédio/acido fosférico.

Os dois critérios de decisdo considerados para a escolha da fase mdvel
micelar para 0 método foram a resolucdo de separacdo entre 0s picos e 0 menor
tempo total de corrida, sendo que a resolucdo foi prioritaria em relacdo ao tempo
de corrida. Na Tabela 12 sdo detalhadas as caracteristicas mais relevantes
observadas nos cromatogramas obtidos com cada fase mével micelar testada.

De um modo geral, as fases mdveis de mesma concentracdo de SDS
resultaram em tempos totais de corrida similares, como é o caso das fases 1 e 2
(100 mmol L™ de SDS), 3 e 4 (200 mmol L™ de SDS) e 7 a 11 (150 mmol L™ de
SDS). O aumento da concentracdo de SDS diminuiu o tempo de corrida
cromatografica, independentemente do valor do pH. Esses resultados indicam que
a quantidade de micelas é que define o padrdo de eluicdo geral dos alcal6ides em
virtude da maximiacdo da interacdo micela-analito em relacdo a interacdo analito-

fase estacionaria.
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Tabela 12. Relagdo entre o nimero da fase mdvel micelar, o tempo total de corrida e a eficiéncia
de separacdo entre os seis alcaloides.

N° da fase movel Tempo de Eficiéncia de separagéo
micelar corrida® (min)
1 43 Co-eluicdo do analitos NOR/HIE/HLINE
2 44 Separacdo dos seis picos cromatograficos
3 26 Co-eluicdo do analitos HOL/HLOL e
NOR/HIE/HLINE
4 27 Separagdo dos seis picos cromatogréaficos
5 51 Co-eluicdo do analitos HOL/HLOL e
NOR/HIE/HLINE
6 24 Co-eluicéo do analitos HOL/HLOL e
NOR/HIE/HLINE
7 31 Co-eluicéo do analitos HOL/HLOL e
NOR/HIE/HLINE
8 32 Separagdo dos seis picos cromatogréficos
9,10e11 32 Co-eluicdo do analitos HOL/HLOL e

NOR/HIE/HLINE

#paseado no tR do analito mais retido.

A resolucdo dos picos (eluicdo relativa) teve uma maior relacdo com o
valor do pH da fase movel. Quanto mais basico foi o pH da fase, melhor a
separacdo alcancada entre os analitos, principalmente entre NOR/HIE/HLINE . O
cromatograma da fase 2 (pH 7,5) apresentou 0s seis picos cromatograficos
plenamante separados , enquanto que com a fase 1 (pH 5,0) houve uma coeluigéo
parcial do par HOL/HLOL e uma sobreposicdo critica para os analitos
NOR/HIE/HLINE. A comparacdo dos resultados obtidos pelas corridas das fases
3 e 4 e pelas fases de 7 a 11 mostraram a mesma tendéncia.

A fase mével 5 teve menor concentracdo de SDS (80 mmol L) dentre
todas as fases testadas e pH intermediario de 6,3. Esta fase apresentou uma piora
na separacdo entre os analitos HOL/HLOL e o maior tempo de corrida,
comparado com as outras fases. O perfil cromatografico dos picos
correspondentes ao NOR/HIE/HLINE ndo se mostrou bem resolvido, aparecendo
apenas dois picos.

Na Figura 30 sdo mostrados os cromatogramas obtidos pelas fases que
apresentaram melhor resolucdo dentre as onze testadas: fase 2 (A), fase 8 (B) e
fase 4 (C). A ordem de eluicdo dos picos é a mesma para 0s trés cromatogramas
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apresentados na Figura 20. Comparando as fases 2 (100 mmol L™ de SDS e pH
7,5), 4 (200 mmol L™ de SDS e pH 7,5) e 8 (150 mmol L™ de SDS e pH 8,0), as
quais possuem valor de pH proximos e se distiguem pela concentracdo de SDS,
observou-se uma melhora significativa no tempo total de corrida em funcéo do
aumento da concentragdo de SDS. Porém, a fase de nimero 8, dentre essas trés
fases, foi a que resultou em separagéo na linha de base entre HAE/NOR/HIE.

HIOL HLINE
HOL
HAE
NOR. HIE
C J\/‘
HLOL

HOL

HLINE

Sinal

HAE
NOR. HIE

HLINE

Tempo de retencdo (min)

Figura 30. Cromatogramas obtidos de uma mistura das seis p-carbolinas de concentragdo 1 x 10”
mol L™ em diferentes fases méveis micelares: Fase 2: 100 mmol L™ de SDS e pH 7,5 (A), Fase 8:
150 mmol L™ de SDS e pH 8,0 (B) e Fase 4: 200 mmol L™ de SDS e pH 7,5 (C). Todos 0s
cromatogramas foram gerados em vazao de 0,6 mL min™, temperatura da coluna de 25°C, volume
introduzido de amostra de 20 pL. As proporcdes de (Et)sN e de ACN foram 0,5% e 5%,
respectivamente. Os pares de Aecem para leitura dos alcaloides foram HOL/HLOL: 356/479,
HAE/HIE/NOR/HLINE: 370/435 nm.

A analise final dos resultados desse planejamento experimental, de forma a
se escolher a condicdo de trabalho, ndo foi delineada por meio dos gréaficos de
superficies de resposta, graficos de Pareto e nem por meio da andlise estatistica
ANOVA, devido a complexidade em avaliar dados advindos de um conjunto de
seis picos cromatograficos (no minimo os dois conjuntos mais criticos). Apesar
disso, o estabelecimento da melhor condicdo foi simples e com base no
conhecimento prévio do processo e das limitagGes experimentais e instrumentais,
e no perfil de separacédo dos seis alcaloides.

Em resumo, percebeu-se que o tempo de corrida € influenciado
significativamente pela concentracdo de SDS e que quanto mais surfactante,
menor 0 tempo de corrida. A melhoria da resolucdo entre 0s picos
cromatograficos é influenciado pelo pH, onde o valor maximo de pH testado

(limitado pela caracteristica da fase estacionaria ) produziu os melhores
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resultados. O cromatograma resultante da fase 6 ([SDS] = 220 mmol L™ e pH 6,3)
ndo produziu bons resultados de resolucdo entre os picos, mas o tempo total de
corrida cromatogréafica foi reduzido para 24 min. Em contrapartida, a fase 8
([SDS] = 150 mmol L™ e pH 8,0) produziu melhor separacdo entre os picos e 0
tempo de corrida foi igual a 30 min. Com base nesses resultados, decidiu-se
realizar um experimento univariado adicional analisando o comportamento de
retencdo na concentracdo de SDS de 220 mmol L™ em pH 8,0.

Na Figura 31 é apresentado o cromatograma obtido para os seis alcaloides
em fase mdvel micelar com valor de pH 8,0 e concentragdo de SDS igual a 220
mmol L™ (cromatograma A). Para efeito de comparacéo foi incluido também o
cromatograma obtido com a fase mdvel 8 (cromatograma B), cuja concentracéo
de SDS é 150 mmol L™ Com ja era esperado, a eficiéncia de separacdo foi
bastante semelhante ao da fase mével 8, porém o tempo total de corrida reduziu

em, aproximadamente, 6 min.

Sinal

Tempo de retencfo (mm)
Figura 31. Superposicdo dos cromatogramas resultantes das inje¢des de uma mistura das seis -
carbolinas de concentracdo 1 x 107 mol L™ em duas fases méveis distintas: 220 mmol L™ de SDS
e pH 8,0 (A) e 150 mmol L™ de SDS e pH 8,0 (B). Vazéo de 0,6 mL min™, temperatura da coluna
de 25°C, volume introduzido de amostra de 20 uL. As proporgdes de (Et);N e de ACN foram 0,5%
e 5%, respectivamente. Os pares de Aexcem para leitura dos alcaloides foram HOL/HLOL: 356/479,
HAE/HIE/NOR/HLINE: 370/435 nm.

Como s6 se havia testado a variacdo de proporcdo de ACN (em volume)
para um valor muito maior do que 5% e encontrado um efeito ndo significativo,
um estudo complementar final foi realizado de tal forma a se verificar o efeito da
reducdo da proporcdo de ACN para um valor abaixo de 5%, usando as condig¢des
estabelecidas para pH e concentracéo de SDS (ajuste fino). Assim, a proporgéo de
ACN foi reduzida para 3% e néo foi observado o comprometimento da eficiéncia

de separacdo entre os analitos, como pode ser observado na Figura 32. Portanto, a
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porcentagem de 3 a 5% de ACN constitui uma faixa robusta para esse método
proposto. O tempo de retengéo total teve um aumento de 5 min quando se utiliza
3% de ACN, porém o consumo de solvente organico foi reduzido em 24%,

acarretando, em grande escala, na reducéo do custo das analises.

HLINE
HLOL
HOL
HAE
NOR HIE
= | A
8=
7] HLOL HLINE
HOL

Tempo de retencdo (min)

Figura 32. Cromatogramas resultantes das inje¢es de uma mistura das seis B-carbolinas na
concentracdo 1 x 107 mol L™ (excecdo para HAE, NOR e HIE, no cromatograma B, cuja
concentragdo foi de 5 x 107 mol L) com proporcdo de ACN (v/iv) de 5% (A) e 3% (B).
Composicao da fase movel micelar: tampao fosfato (10 mmol L™; pH 8,0), contendo 220 mmol L™
de SDS e 0,5% de (Et)sN. Vazéo de 0,6 mL min™, temperatura da coluna de 25°C e volume de
injecdo de 20 pL. Os pares de Aexcem para leitura dos alcaloides foram HOL/HLOL: 356/479,
HAE/HIE/NOR/HLINE: 370/435 nm.

Na Figura 33 é apresentada uma sobreposicdo dos cromatogramas obtidos,
em todos os canais de deteccdo fluorimétrica em uma corrida utilizando os

parametros cromatograficos escolhidos.

HOL

Sinal

0 5 10 15 20 25 30
Tempo de retencio (min)
Figura 33. Cromatogramas resultantes da injecdo de uma mistura de padrdes das seis -carbolinas,
respectivamente, HOL 11,8 min, HLOL 13,5 min, HAE 17,9 min, NOR 19,3 min, HIE 21,7 min e

HLINE 26,3 min com leitura em um detector fotométrico de multicanal: canal A (A), canal B (B),
canal C (C), canal D (D) e leitura do ensaio em branco (Br). Fase mdvel micelar: tampéo fosfato


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1012263/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 1012263/CA

164

(10 mmol L™*; pH 8,0), contendo 220 mmol L™ de SDS, 0,5% (Et);N e 3% de ACN. Vazdo de 0,6
mL min™, temperatura da coluna 25°C e volume introduzido de amostra de 20 pL.

Na Tabela 13 e na Tabela 14 s&o apresentados, respectivamente, o
programa final de detecgéo das 3-carbolinas em funcéo dos tempos de retencdo na
condicdo escolhida para o método de separacdo em MLC e as condigdes
escolhidas para realizar a separacdo cromatografica das seis B-carbolinas por
MLC.

Tabela 13. Programacdo de deteccdo fluorimétrica das seis B-carbolinas durante o processo de
separacgdo por MLC. CondicGes cromatograficas da Tabela 14.

Xem
. Tempo de Dexc nm
p-carbolina corrida (min) (nm) (nm
Canal A Canal B Canal C Canal D
HOL/HLOL 0,0-145 356 479 410 435 500
HAE/NOR/HIE/ 15,0 - 30,0 370 435 447 495 416

HLINE

Tabela 14: Condicdes do método de MLC para seis B-carbolinas.

Pardmetros CondicGes otimizadas

Coluna cromatografica Zorbax C18 4,6x150 mm, dp 5um

Solugdo tamponada com hidrogenofosfato de
s6dio:acido fosforico (10 mmol L™) ajustado para

Composicao da fase movel micelar .
pH 8,0 contendo SDS (220 mmol L) e 0,5%

(Et)sN
Modificador orgénico (propor¢do em volume) ACN (3%)
Vazdo da fase movel 0,6 mL min™
Temperatura da coluna 25°C
Tempo total da corrida 30 min
HOL 11,8 min (356/410 nm)
HLOL 13,5 min (356/500 nm)
HAE 17,9 min (370/447 nm)
Tempo de retencao (Aexciem) .
NOR 19,3 min (370/435 nm)
HIE 21,7 min (370/416 nm)
HLINE 26,3 min (370/495 nm)
Volume introduzido de amostra 20 pL

Tipo de elui¢do Isocrética
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4.2

Validacdo do método proposto

A préxima etapa do desenvolvimento do método foi a validagdo por meio
da obtencdo dos seguintes pardmetros analiticos de mérito (PAM): faixa de
trabalho, limite de deteccdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ), curva
analitica, repetibilidade, precisdo intermediaria e exatiddo (recuperacdo). Além
disso, foi feito estudo de interferéncia e a comparacdo entre métodos. Todas as
avaliaces seguiram as orientacdes do documento normativo DOQ-CGCRE-008
do INMETRO (INMETRO, 2010) e Manual da Garantia do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2011). Adicionalmente foi
realizado o célculo da estimativa das incertezas associadas a quantificacao das seis
-carbolinas. Porém, antes do processo de validagdo fez-se necessario um estudo

da estabilidade dos alcaloides -carbolinas em solugéo micelar.

421

Estudo de estabilidade das B-carbolinas

O estudo para avaliar a estabilidade das p-carbolinas teve como objetivo
garantir que o tempo usual de armazenamento das solucbes padrdes dos
alcaloides, nas condicdes estabelecidas para essas solucdes, seria adequado para
garantir a estabilidade necessaria para as analises.

Para tal estudo preparou-se solucdes de cada um dos alcaloides, em fase
movel micelar na composicdo otimizada, cujas concentracdes foram: HOL 197 ng
g HLOL 199 ng g™; HAE 181 ng g™; NOR 148 ng g*; HIE 239 ng g™ e HLINE
120 ng g*. Essas solucdes, logo no primeiro dia de preparo, tiveram sua
intensidade de sinal fluorescente medida nas condi¢cdes cromatograficas
estabelecidas para o0 método de MLC indicadas na Tabela 13 e Tabela 14. As
solugBes foram guardadas em frascos de vidro, protegidos da incidéncia da luz
ambiente com papel aluminio, e mantidas sob refrigeragéo a 4°C.

A variabilidade das medices entre os dias estudados foi calculada a partir
da média das areas dos picos cromatogréaficos, do desvio padréo e do coeficiente
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de variagdo (CV, %) em relacdo aos trés dias das analises. Nesse estudo, assumiu-
se que ao longo desses trés dias a variagdo de radiancia da fonte de excitagéo do
cromatografo ndo variou significantemente de tal forma que as eventuais
diminuicdes significativas de sinal medido foram atribuidas a degradacdo dos
analitos.

Os resultados indicados na Tabela 15 mostraram que faixa encontrada para
0 CV foi de 0,4 a 10%, dependendo do alcaloide estudado. Embora de forma
incompleta, esse estudo foi de fundamental importancia para que se estimasse ao
tempo méaximo de armazenamento das solugdes em meio micelar. As solugdes de
HAE, NOR e HIE apresentaram uma instabilidade se usadas apds trés dias do seu
preparo, enquanto que as demais se mostraram estaveis nesse mesmo tempo,

mantidas sob refrigeracdo e ao abrigo da luz.

Tabela 15. Areas dos picos cromatogréfico correspondente para cada p-carbolina no periodo de
estudo de estabilidade.

Area do pico®

Dia de inje¢éo

HOL HLOL HAE NOR HIE HLINE

1° 10715 1040,5 584,1 219,9 863,4 1525,9

2° 1050,8 1036,5 539,3 206,4 874,2 1529,7

3° 986,9 1032,2 473,9 180,9 775,6 1551,7

Média 1036,4  1036,4 532,4 202,4 837,7 1535,8
Desvio padréo 44 4 55 20 54 14
cv® 4 0,4 10 10 7 1

% Média da area do pico expressa em unidade arbitraria (ua).
P CV (coeficiente de variagdo, expresso em %) = (desvio padrdo/média das &reas)*100.

Vale salientar que em condicGes de refrigeracdo, se observou formacéo de
corpo de fundo nas solugbes micelares, no caso, parte do surfactante presente no
meio. Nesses casos, as solu¢bes foram agitadas e introduzidas no banho de agua,
sob efeito de ultrassom, até que se atingisse temperatura ambiente a

homogeneidade visual destas solucGes foi novamente alcangada.
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4.2.2

Parametros Analiticos de Mérito

O limite de deteccdo (LOD) e o limite de quantificacdo (LOQ) foram
calculados a partir de injecOes de solucGes individuais de cada analito em
concentracdes conhecidas e decrescentes até que fosse atingido o menor pico
passivel de integracdo pelo software do cromatografo. Apos achar a concentragédo
correspondente ao limite inferior detectavel, foi construida uma curva analitica
com um intervalo de concentracdo reduzido (com apenas quatro pontos de
concentracdes distintas). Uma solucdo com a concentracdo correspondente ao
limite inferior detectavel foi analisada dez vezes com o método de MLC proposto.
A média dos resultados, em concentracdo, X, e seu desvio padrdo, s,, foram
usados para o calculo do LOD (X + 3 sp) e do LOQ (X + 10 sp). Os valores
absolutos de LOD (ALOD) e LOQ (ALOQ) foram calculados considerando a
massa molar de cada analito, o volume de solugdo introduzido no sistema
cromatografico (20 uL) e os valores de LOD ou LOQ.

A curva analitica completa foi construida a partir uma série de solucbes de
sete concentragdes distintas para cada analito (valores para cada [-carbolina
indicados na Tabela 16 com a simbologia de C1, para a menor concentracao, ou
seja, o valor de LOQ, até C7, para a maior concentracdo). Para as solucdes C2,
C3, C5 e C6 foram preparadas trés réplicas auténticas, enquanto que para as
solucBes C1, C4 e C7 foram preparadas cinco réplicas auténticas para o célculo da
repetibilidade. As concentraces dessas solugdes foram determinadas em dias
diferentes para o calculo da precisdo intermediaria. As solucdes utilizadas na
construcdo da curva analitica e estudo da repetibilidade foram preparadas no dia
da andlise. As mesmas solucGes foram utilizadas no dia posterior para a avaliacdo

da preciséo intermediaria.
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Tabela 16. Concentracdes das solugbes padrdes de B-carbolinas, em ng g, utilizadas na
construcdo da curva analitica.

Concentracdo das B-carbolinas (ng g*)

Solugdes

HOL HLOL HAE NOR HIE HLINE
C1 4,15 1,81 2,18 3,91 4,43 2,07
C2 9,88 5,97 5,45 8,33 16,87 6,41
C3 15,82 15,94 9,08 13,34 21,08 17,06
C4 19,77 19,91 14,51 16,66 105,42 21,31
C5 98,85 99,56 18,14 83,30 210,84 106,56
C6 158,16 199,12 90,78 166,59 1054,18 638,49
C7 420,65 409,02 181,38 832,96 1695,85 1276,98

A partir dos resultados foram construidas as curvas analiticas considerando
as concentragdes, em ng g, das solucdes padrdes em funcdo das areas dos picos
cromatograficos, em unidades arbitrarias de sinal, utilizando o método dos
minimos quadrados de regressao de tal forma a se obter as equacdes do modelo de
calibracdo (equacdo da reta) e os valores de R? e R? ajustado, que indiquem a
qualidade do modelo linear. A regressao linear foi feita com todos os valores das
replicas, e ndo com as respectivas médias, para ndo minimizar os graus de
liberdade.

Como a faixa escolhida abrange uma faixa muito grande de concentracao,
decidiu-se por agrupar as concentragdes apenas das quatro primeiras solugdes (C1
a C4) nos célculos de incerteza (para a minimizacdo de incerteza da curva). As
curvas reduzidas e suas equacbes de reta foram utilizadas no calculo de
repetibilidade e de precisdo intermediaria para a concentragdo C1. Para as
concentracfes C4 e C7 foram utilizadas equacOes das curvas analiticas completas.
Vale ressaltar, que a concentracdo C7 esta abaixo do limite superior de
concentracédo da faixa linear para todas as p-carbolinas.

A avaliacdo da linearidade das curvas analiticas assim como a
comprovacao da homocedasticidade das variancias foi feita por meio do célculo
dos residuos, ou seja, pela diferenca entre a area de pico calculada pela equagéo
da curva e a area de pico experimental obtida por meio da integracdo. A
significancia da diferenca entre os valores das areas calculadas e as experimentais
foi determinada utilizando a ANOVA (teste-F). Na Figura 34, Figura 35, Figura
36, Figura 37, Figura 38 e Figura 39 sdo apresentadas as curvas analiticas

(completa e reduzida) e o grafico de residuos padronizados (razdo do valor do
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residuo pelo erro puro) em funcéo da concentracdo correspondente, em ng g™ para
os alcaloides HOL, HLOL, HAE, NOR, HIE e HLINE, respectivamente. Cada
curva analitica completa (A) possui uma demarcacdo (circulo) envolvendo os
quatro primeiros pontos, indicando a faixa da curva analitica reduzida (B). Os
valores de R? ajustado indicaram comportamento linear adequado para a resposta
analitica produzida pelos seis alcaloides. Pode se observar nos graficos de
residuos (C) uma distribuicdo aleatoria e, portanto, ndo tendenciosa dos desvios,

indicando homocedasticidade das variancias.
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Figura 34. Curvas analiticas completa (A) e reduzida (B) e grafico de residuos padronizados (C)
para HOL.
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Figura 37. Curvas analiticas completa (A) e reduzida (B) e grafico de residuos padronizados (C)
para NOR.
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Figura 38. Curvas analiticas completa (A) e reduzida (B) e grafico de residuos padronizados (C)

para HIE.
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Figura 39. Curvas analiticas completas (A) e reduzidas (B) e grafico de residuos padronizados (C)
para HLINE.

Os paréametros analiticos de mérito obtidos para as B-carbolinas com o
método por MLC sdo apresentados na Tabela 17. As equacOes das retas para as
seis curvas analiticas completas e para as respectivas faixas agrupadas nas
concentracdes iniciais (faixa reduzida), e os respectivos valores de R? também
sdo apresentados. Os valores de precisdo, na forma de repetibilidade e preciséo
intermediaria, também foram incluidos na Tabela 17.

Ao se compararem as equacdes da reta, observa-se que a curva analitica
para HLINE possui a maior inclinag&o, isto é, o método para esse analito é o mais
sensivel, enquanto que para NOR, a sensibilidade foi a menor. Outra comparagdo
relativa é que a diferenca (a maior diferenca) entre a area do pico para uma mesma
concentracdo de NOR e HLINE é de oito vezes.

O coeficiente de correlacdo para as curvas de todos os analitos ficou
proximo de 1, indicando que as equacdes da reta se ajustam ao modelo linear. Os
menores valores de LOD e LOQ foram os obtidos para o HLOL (1,5 e 1,8 ng g™)
e HLINE (1,5 e 2,1 ng g™). Os valores dos limites absolutos de deteccéo (0,03 a
0,07 ng) e de quantificacdo (0,04 a 0,09 ng) podem ser considerados baixos,
quando se compara com os limites absolutos de detec¢do (0,005 a 0,2 ng) e

quantificacdo (0,016 a 1 ng) descritos pelas principais metodologias de

25
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quantificacdo das B-carbolinas em HPLC (Yritia et al., 2002; Abourashed et al.,
2003; Back et al., 2009 e Gonzélez-Ruiz et al., 2011).

Para o calculo de repetibilidade e de precisdo intermediéria foi utilizada a
estatistica ANOVA, e todos os valores calculados para F (Fcaiculado) ficaram abaixo
do valor critico de F (Fabelado (5,005 = 5,318) para 95% de limite de confianga.
Esses resultados indicaram que ha uma homogeneidade nas variancias dentro dos
grupos (repetibilidade) e entre os grupos (precisdo intermediaria) para todos os
trés niveis de concentracdo avaliados para as seis B-carbolinas. Todos os valores
de repetibilidade e de preciséo intermediaria foram menores que 5%, sendo que 0s
valores para C1 sdo maiores do que para C4 e C7, como esperado, ja que quanto
menor o valor de concentracdo, maior a variabilidade relativa de sinal. A precisdo
intermediaria atingiu valores para C1 de no maximo 3% para HAE e parao C7 e 0
maximo de 0,1% para HOL, HLOL e HAE. Os valores de repetibilidade e a
precisdo intermediaria sdo apresentados na Tabela 18 na forma de coeficiente de
variacdo (CV %). Esses valores também foram transformados em concentracéo,
emng g™, de forma a usé-los nos célculos das incertezas combinadas.

Com base nos resultados pode-se concluir que 0 método €é preciso, nos trés
niveis de concentracdo avaliados para os seis alcaloides. Observou-se que 0s
valores de precisdo intermediaria sdo menores que 0s encontrados para a
repetibilidade devido ao preparo das réplicas auténticas que agregou maior desvio

que a repeticdo das medidas da mesma solucdo em dias consecutivos.
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Tabela 17. Pardmetros analiticos de mérito obtidos para as B-carbolinas em condi¢des previamente otimizadas para a sua determinagéo por MLC.

Parametros de Mérito HOL HLOL HAE NOR HIE HLINE
LOD (ng g%) 3,60 1,50 2,00 2,80 2,90 1,50
ALOD (ng) 0,07 0,03 0,04 0,06 0,06 0,03
LOQ (ng g?) 4,10 1,80 2,20 3,90 4,50 2,10
ALOQ (ng) 0,08 0,04 0,04 0,08 0,09 0,04
Faixa de Trabalho (ng g™) 4,2 -420,6 1,8-409,0 2,2-181,4 3,9-833,0 45-1695,8 2,1-1277,0
Curva analitica completa y=(440£001) y=(610£00)x 302)‘i’6°(%§ . y=(1500£0,002) y=(3,600+0,002) 036;251)(2 7(()3 ; N
(sensibilidade em ng g™ x—(32+1,11) +(41+13) ' 03_) T x+(56£0,7) x+(11+13) ‘ 12_) o
Rz ajustado 0,9999 0,9999 1,0000 0,9999 0,9999 0,9999
Fai ;

aixa reduzida, agrupada 42-198 1,8-19,9 22-145 39-16,7 45— 1054 21-213

(ngg™)

Curva analitica reduzida y = (4,40 £ 0,02)

y = (6,10 £ 0,04) X

y = (3,50 £ 0,03)

y = (1,80 + 0,02) x

y = (3,60 £ 0,01) x

y = (12,10 + 0,08) x

(sensibilidade em ng g™ x—(0,3+0,3) +(1,2 +0,6) x +(0,3%0,3) +(1,3£0,3) +(2,9+0,6) ~(16+12)
R ajustado 0,9995 0,9997 0,9987 0,9973 0,9999 0,9994
N c1 3 5 4 5 3 1
epetpiiigaae

( C\p/, %) o 1,4 04 08 3.2 0,4 0,1

c7 03 0,1 0,2 0,03 0,1 0,01
Preciséo Cl 1 2 3 1 1 2
intermediaria o 0,1 03 0,1 04 0.2 03
(CV, %) c7 01 0,1 0,1 0,004 0,05 0,02

C1: HOL (4,15 ng g™), HLOL (1,8 ng g™), HAE (2,2 ng g™), NOR (3,9 ng g™), HIE (4,4 ng g™) e HLINE (2,1 ng g™).

C4: HOL (19,8 ng g%), HLOL (19,9 ng g%), HAE (14,5 ng g*), NOR (16,7 ng g%), HIE (105,4 ng g™*) e HLINE (21,3 ng g™).
C7: HOL (420,7 ng g™*), HLOL (409 ng g™), HAE (181,4 ng g™*), NOR (833 ng g™), HIE (1695,8 ng g™) e HLINE (1277 ng g™).
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4.2.3

Estimativa da Incerteza de medicéao

Para os célculos de incertezas, todas as concentracBes das p-carbolinas foram
expressas em concentragdo relativa em massa na unidade de ng g para se evitar
incertezas significantemente maiores associadas aos volumes dos bal6es volumétricos e
das micropipetas, e com isso minimizar, a incerteza combinada. Assim, o procedimento
utilizado para a preparacéo das solugdes se baseou na medigdo de massa. Muito embora
ja seja possivel avaliar a qualidade da resposta analitica a partir dos parametros de mérito
ja investigados, a estimativa da incerteza associada a medicdo da concentragdo das f-
carbolinas foi realizada a fim de atribuir a essa medicdo uma maior confiabilidade. Para
tanto, se fez necessario o0 estudo das principais fontes de incerteza de medicdo associadas
a determinagdo de P-carbolinas por MLC. Uma vez agrupadas, as incertezas de cada
grupo devem ser estimadas para posteriormente se calcular as incertezas combinada (uc) e

expandida (Uk=2: 959%).

4.2.4

Fontes de incerteza

As principais fontes de incerteza selecionadas, definidas no Capitulo 2, que
influenciariam na medigdo da concentracdo das p-carbolinas por MLC foram: (i) preparo
das solucdes, a partir da pesagem das massas dos padres dos alcaloides (uso), (ii)
repetibilidade (uy), (iii) preciséo intermediaria (up;) e (iv) curva analitica (Ucurva)-

Afim de minimizar os efeitos das fontes de incerteza no calculo da concentracdo
em C1, além da preparagdo das solugdes pelo ajuste de massa dos componentes, 0s
parametros relativos a sensibilidade e ao coeficiente linear utilizados no céalculo da
incerteza foram os da curva analitica reduzida. Para ter uma ideia do impacto dessa
escolha, no caso do HOL houve uma diminuicdo de 73% na incerteza associada a curva

analitica reduzida do C1 quando comparada a curva completa. Para o segundo (C4) e o
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terceiro (C7) nivel da curva foi considerada a incerteza da curva completa no calculo da
incerteza expandida.

Com a preparacdo da solucdo feita pelo ajuste de massa, a influéncia da Us
passou a ser a fonte de impacto menor na u.. Por exemplo, para o HOL, o valor de u. é
significativamente menor com o ajuste de massa do que quando as solu¢des do analito

foram preparadas por ajuste de volume, diminuindo de 53 para 4% para C1.

4.2.5

Incerteza associada ao Preparo da Solucao (uso)

Para o célculo da incerteza associada ao preparo da solucdo, us (Equacédo 57), das
B-carbolinas todas as soluces e aliquotas foram pesadas. O procedimento adotado foi o
de pesagem do baldo volumétrico contendo a solucao do analito, pesagem do baldo vazio
e pesagem referente aos volumes das micropipetas utilizados nas dilui¢cBes. As solucbes
de concentracdo menores (C1 a C4), utilizadas na construcdo da curva analitica, foram
preparadas a partir de uma solucdo intermediaria, proveniente da diluicdo da solucédo
estoque, enquanto que as concentragfes C5 a C7 foram preparadas por apenas uma
diluicdo da solucdo estoque. A massa do analito foi entdo divida pela massa da solucédo e
a concentracio final expressa em ng g™. As incertezas upa (Equagdo 58), usi (Equacdo
59) e uso foram calculadas para todas as -carbolinas nos trés niveis de concentragdo C1,
C4 e C7 e seus valores estdo apresentados na Tabela 18.

Os valores de uya (ng g™*) apresentaram valores muito préximos, 0,01 ng g™, para
todas as p-carbolinas, j& que a concentracdo da solucdo estoque dos alcaloides foi da
mesma magnitude.

A incerteza associada a diluigdo das solucdes, uti, No nivel C1 foi maior para
HLOL e HLINE, pois esses analitos tiveram o menor LOQ. Fez-se necessario uma maior
diluicdo da solucdo intermediaria acarretando em uma maior incerteza associada a
diluicdo. Portanto, conclui-se que quanto maior o nivel de concentragdo, menor o fator de
diluicdo, e consequentemente, menor a incerteza U, desta forma, a incerteza associada

ao preparo da solucdo é mais significativa no nivel C1. Para todos os alcaloides os
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valores de us calculados para os niveis C4 e C7 nao contribuiram significativamente na

incerteza combinada, Uc.

4.2.6

Incerteza associada aos Parametros da Curva Analitica (Ucurva)

Para o célculo da incerteza associada as curvas analiticas foram consideradas
curvas com sete niveis da varidvel independente (concentracdo) dentro da faixa linear
para cada alcaloide, medidos em trés réplicas auténticas. A area do pico cromatografico
foi usada como resposta analitica. Os valores calculados referentes as incertezas do
coeficiente linear, u, (Equacéo 50), e do coeficiente de sensibilidade, uy, (Equagéo 51), e
incerteza associada a curva analitica (Ucurva) €Std0 mostrados na Tabela 18.

A curva analitica para o alcaloide HIE resultou em maior incerteza. Para esse
alcaloide, a incerteza associada a sensibilidade da curva foi maior tanto para curva
analitica completa quanto para reduzida, indicando que os dados obtidos apresentaram 0s
maiores desvios quando comparado aos demais alcaloides. Isso repercutiu nas incertezas
das curvas completa e a reduzida (Ucuva 0,6 € 0,2 ng g, respectivamente) do HIE, que é a
maior dentre todos os alcaloides. O analito HAE apresentou o menor valor de ucyna (0,1
ng g™) para curva completa e HOL obteve o menor valor de ugna (0,06 ng g™) para a

curva reduzida.

4.2.7

Incerteza associada a Repetibilidade (u,) e a Precis&o Intermediaria (up;)

O célculo da incerteza associada a repetibilidade e a precisdo intermediaria foi
feito em trés niveis de concentragdo para cada alcaloide, inicio, meio e fim da curva
analitica, C1, C4 e C7, respectivamente. Foram preparadas cinco réplicas auténticas de
cada uma dessas concentragOes para se calcular o desvio padrdo da repetibilidade, s,

(Equacédo 55). Estas solucBes foram analisadas em dias consecutivos para o calculo da
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precisédo intermediaria, sy (Equagdo 56). Os valores (desvio padrdo, s) de repetibilidade e
da precisdo intermediaria ja foram mostrados na Tabela 17 em termos percentuais de
coeficiente de variagdo. Na Tabela 18 os valores de incerteza s&o mostrados na forma de
desvio padrdo, em ng g, para os trés niveis de concentracao.

O maior valor de u, foi associado ao C1 da HAE, enquanto que o menor foi para o
HOL. Porém, todas as incertezas associadas a repetibilidade ficaram abaixo de 5%. Como
ja comentado, os desvios em relagdo a repetibilidade foram maiores do que os da precisao

intermediéria em funcdo das variagdes no preparo das solugdes em réplicas auténticas.

4.2.8
Incerteza Combinada (u;) e Incerteza Expandida (U)

Uma vez identificadas e agrupados os componentes de incerteza, a quantificacao
dos mesmos foi realizada para serem combinados de modo a se obter os valores de uc
(Equacdo 60) e de Uy=.9s50 (Equacdo 61) associados a medicdo da concentracao,
considerando o k igual a 2 (nivel de confianca 95%). A incerteza combinada foi calculada
pela raiz quadrada da soma quadrética das fontes de incertezas individuais, considerando
que todas as quatro componentes de incerteza s@o independentes entre si (Sem
covariancia). Se uma dessas fontes contribuir mais significativamente para a incerteza do
gue as outras, esta é a que controla a incerteza global do processo e, portanto, a que deve
ser avaliada a fim de melhorar a qualidade do resultado da medi¢do. Os valores das
incertezas associadas as componentes identificados no diagrama de causa e efeito e as
respectivas incertezas combinada e expandida estdo mostrados na Tabela 18 para cada
alcaloide estudado.

A incerteza na medigdo é melhor visualizada quando se calcula o coeficiente de
variacdo, em %. A maior incerteza associada a medicdo da concentracdo da p-carbolina
foi para o primeiro nivel, C1, dos alcaloides HLOL e HAE (9%). Os demais apresentaram

incertezas inferiores a esse valor, chegando a 0,03% para C7 do HLINE.
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Tabela 18. Incertezas combinada e expandida calculadas para as quatro fontes principais de incerteza
associadas a medicdo da concentragdo das B-carbolinas.

Fontes de Incertezas

Valores das incertezas

HOL HLOL HAE NOR HIE HLINE
Un 1,1 1,6 0,06 0,4 1,8 1,4
Curva analitica 5
(sensibilidade em ng g) Yo X0 30 40 9 3 3 4
ucurva 014 014 011 019 0,6 0,2
Un 0,09 0,3 0,1 0,08 0,5 1,4
Curva reduzida 4
(sensibilidade em ng g%y Yo *10 4.8 18 9 55 1 69
Ucurva 0,06 0,08 0,09 0,1 0,2 0,09
C1 0,1 0,09 0,1 0,2 0,2 0,05
(ngué'l) c4 0.1 0,07 0.1 05 05 0,07
C7 1,2 0,4 0,4 0,3 1,6 0,3
C1 0,06 0,04 0,08 0,04 0,06 0,02
Upi
(hg g™ C4 0,02 0,06 0,02 0,06 0,2 0,01
C7 05 0,3 0,1 0,03 0,8 0,2
Upar (NG g8) 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
C1 54 (1) 117(1) 92(1) 54(1) 60(1) 112(1)
Usgil
(adim;ens;ional) C4 13 (1) 13 (1) 15 (1) 15(1) 7(3) 13 (1)
%
C7 3(5) 3(5) 7(6) 08(3) 07(5) 1(7)
C1 0,08 0,1 0,1 0,08 0,09 0,1
(ngsg.l) C4 0,04 0,04 0,04 0,04 0,03 0,04
C7 0,02 0,02 0,03 0,09 0,01 0,01
c1 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3 0,2
(4) 9) 9) ) (7 (7
u.(ng g™ ca 0,5 0,4 0,2 1,0 0,8 0,2
(%) 2 2 1) (6) 1) (1)
o7 1,3 0,6 04 0,9 1,9 0,4
(0,3) (0,2) (0,2) (0,1) (0,2) (0,03)
C1 0,4 0,4 0,4 0,6 0,6 0,4
Ugeez; 95%) (N9 9™ C4 1 0,8 0,3 2,0 1,6 0,4
C7 2,7 1,2 0,8 1,8 3,8 0,7

C1: HOL (4,15 ng g™), HLOL (1,8 ng g™*), HAE (2,2 ng g™), NOR (3,9 ng g%), HIE (4,4 ng g™) e HLINE (2,1 ng g*).

C4: HOL (19,8 ng @), HLOL (19,9 ng g™), HAE (14,5 ng g*), NOR (16,7 ng g), HIE (105,4 ng g™) e HLINE (21,3 ng g™).
C7: HOL (420,7 ng g%), HLOL (409 ng g*), HAE (181,4 ng g™*), NOR (833 ng g™), HIE (1695,8 ng g™) e HLINE (1277 ng g%).
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41 (HLOL), Figura 42 (HAE), Figura 43 (NOR),
) mostram graficamente as contribui¢cfes das quatro
diagrama de causa e efeito, para cada uma dos seis
de concentracdo, C1 (A), C4 (B) e C7 (C). Para

incerteza associada ao preparo da solucdo, U, foi a

que menos contribui no valor de incerteza combinada.
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Figura 40. Contribuicdo relativa das fontes

Concentragéo (ng g?)

de incertezas da medi¢do em trés niveis de concentracdo do

HOL por MLC: C1 (A), C4 (B) e C7 (C). Componentes da incerteza: U, (curva analitica), us, (preparo da
solugdo), uy; (precisdo intermediaria) e u, (repetibilidade).
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Figura 41. Contribuicdo relativa das fontes de incertezas da medi¢cdo em trés niveis de concentragdo do
HLOL por MLC: C1 (A), C4 (B) e C7 (C). Componentes da incerteza: Ugva (Curva analitica), us (preparo
da solucéo), uy; (preciséo intermediaria) e u, (repetibilidade).
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Figura 42. Contribuicdo relativa das fontes de incertezas da medicdo em trés niveis de concentragdo do
HAE por MLC: C1 (A), C4 (B) e C7 (C). Componentes da incerteza: ugn, (Curva analitica), us, (preparo da
solugéo), up; (precisdo intermediaria) e u, (repetibilidade).


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1012263/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1012263/CA

182

ucombinada % J ucombinada _ﬂ
8 3 %
© ucurva © ucurva
g g
5 usol @ usol
3 3
£ ) £ )
% upi § upi
(%] Q
2 ur € ur
5 2
v 00 01 0,2 03 00 04 08 12

Concentragdo (ng g)

Concentragéo (ng g™)

ucombinada ﬁ

ucurva l

usol
upi

ur

Fontes de incerteza C7

00

03 05 08 10

Concentragéo (ng g™)

Figura 43. Contribuicédo relativa das fontes de incertezas da medi¢do em trés niveis de concentracdo da
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Figura 44. Contribuicao relativa das fontes de incertezas da medicdo em trés niveis de concentracdo do HIE
por MLC: C1 (A), C4 (B) e C7 (C). Componentes da incerteza: ugn, (curva analitica), us, (preparo da
solugéo), up; (precisdo intermediaria) e u, (repetibilidade).
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Figura 45. Contribuico relativa das fontes de incertezas da medi¢io em trés niveis de concentra¢do do
HLINE por MLC: C1 (A), C4 (B) e C7 (C). Componentes da incerteza: Uga (Curva analitica), us, (preparo
da solugdo), uy; (preciséo intermediaria) e u, (repetibilidade).

A partir dos resultados, algumas observacfes podem ser feitas. A maior
contribuicdo associada a medida de concentracdo para o nivel C1 dos alcaloides HLOL e
HLINE foi o preparo da solucéo, us,. Para HOL a u. sofreu tanto a contribuicdo da s
quanto da u,. Para NOR e HIE, ainda nesse nivel de concentracdo, a Ucra € @ Uy
contribuiram mais que a Us. Além da uy, todas as outras incertezas foram bastante
significativas para HAE.

A incerteza associada a curva analitica agregou maior incerteza a medida da
concentracdo de C4 para todos os alcaloides. Para HOL, HLOL, HAE e HLINE os
valores de up e uy foram baixos, mas para HAE, NOR e HIE o valor de u, foi
significativo.

Ja o nivel C7, a repetibilidade para os alcaloides HOL, HLOL, HAE e HIE
apresentou a maior contribuicdo para incerteza combinada. Diferente dos demais
alcaloides, a ucurva fOi 0 COmponente que mais agregou incerteza na uc no Gltimo nivel de
concentracdo para NOR e HLINE.
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4.3

Estudos de interferéncia

Nos estudos de interferéncia se avaliou a seletividade do método proposto, ou
seja, a extensdo na qual o método determina um analito em uma mistura ou em uma
matriz sem a interferéncia de outros componentes de comportamento semelhante
(MAPA, 2011). O teste foi feito variando-se a proporcao entre os analitos presentes até
que ndo fosse mais possivel determinar um analito na presenca de outro. A avalia¢do da
seletividade utilizando a equacéo de recuperacao (Equacéo 42).

Na Tabela 19 sio apresentados os valores de concentracdo, em ng g*, das f-
carbolinas, cobrindo a faixa linear de resposta de cada uma delas (o primeiro ponto é o
LOQ de cada alcaloide).

Tabela 19. Valores de concentracdo, em ng g™, das B-carbolinas utilizadas para a combinagao das solucdes
para os testes de interferéncia.

B-carbolinas
HOL HLOL HAE NOR HIE HLINE
4,1 1,8 2,2 3,9 4,4 2,1
9,9 10,0 54 167,6 10,6 10,7
Concentracio 15,8 16,0 9,1 8,4 16,9 17,1
1 19,7 20,0 14,5 13,4 21,1 21,3
(g ") 98,7 99,8 18,2 16,8 105,7 106,7
158,0 159,6 90,8 83,8 2115 2135
197,5 199,5 145,3 838,0 1057,4 1067,5

As proporgdes dos alcaloides nas misturas usadas no estudo de interferéncia e a
ordem aleatoria de analise foram definidas com auxilio do software Excel. Para tal, foram
geradas 24 misturas de diferentes concentragcdes de cada analito, que estdo apresentadas
na Tabela 20, e cada solucédo foi analisada em triplicata (solugcdes 1 a 24) em ordem
aleatdria. Posteriormente, mais quatro misturas foram definidas com o objetivo de
complementar a matriz, com combinacfes de concentracdes que se julgou necessario
incluir no estudo (solucdes 25 a 28). As proporcdes entre os pares dos alcaloides mais
criticos, aqueles com menor resolucdo (HOL/HLOL, HAE/NOR, NOR/HIE e
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HIE/HLINE), nessas quatro solugdes foram escolhidas de modo a se ter uma maior
concentracdo de um dos analito em relacdo ao outro do par ou uma relacdo com as
menores concentraces de ambos os alcaloides do par. As proporgdes, em concentracdo
para cada um desses pares de analitos com menor resolugdo, nas misturas também sdo
indicadas na Tabela 20. Vale salientar que como a diferenca entre os tempos de retencéo
do HLOL e do HAE foi de 5 min, interferéncias mutuas com esse par nao foi considerada
provavel, logo nenhuma solucdo teve a composicdo desses dois alcaloides ajustada
intencionalmente.

Com relacdo a indicacdo de proporcOes, deve se tomar cuidado ao analisar a
relacdo entre os pares, pois o valor da razdo ndo revela a magnitude da concentracdo dos
analitos na mistura, lembrando que a interferéncia de um analito sobre o outro pode ser
diferente em proporc¢des iguais. Por exemplo, se a proporc¢éo entre dois analitos for igual
a 1:1, tal informacdo ndo indica se as concentracdes dos alcaloides sdo elevadas ou

baixas.
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Tabela 20. Relagdo da ordem de analise das misturas das B-carbolinas e indicagdo de concentracdes dos
analitos na mistura e proporcao entre as concentragdes para 0s pares mais criticos de analitos.

Concentragao das B-carbolinas (ng g™)

NUGmero Razao de concentracéo entre os alcaloides

dassolugdes HOL HLOL HAE NOR HIE HLINE HOL:HLOL HAE:NOR NOR:HIE HIE:HLINE
1 1975 1596 00 168 10,6 17,1 1:0,8 0:16,8 1:0,63 1:1,6
2 00 1596 54 168 10574 2135 0:160 1:3.1 1:63 1:0,2
3 0,0 99,8 54 84 211 10,7 0:100 1:1,53 1:25 1:0,5
4 4,2 160 145 1676 2115 21,3 1:38 1:11,5 1:13 1:0,1
5 98,7 1995 90,8 00 1057 10,7 1:2 90,8:0 0:105,7 1:0,1
6 00 1995 21 838 106 106,7 0:200 1:39,1 1:0,13 1:10,1
7 0,0 1,8 91 168 10574 21,3 0:1,8 1:1,85 1:63 1:0,02
8 19,7 0,0 21 84 1057 10675 19,7:0 1:3,9 1:12,6 1:10,1
9 19,7 16,0 00 8380 44 2135 1:0,8 16:0 1:0,005 1:48,8
10 98,7 1,8 21 39 4,4 2,1 1:0,2 1:18 1:11 1:0,47
11 1975 20,0 91 00 10574 21 1:0,1 9,1:0 0:1057 1:0,002
12 0,0 160 182 8380 21,1 17,1 0:16 1:46,1 1:0,25 1:0,8
13 197 100 90,8 134 00 21 1:0,5 1:0,15 13,4:0 0:2,1
14 1975 1,8 90,8 1676 1057 10675 1:0,009 1:1,85 1:0,63 1:10,1
15 1580 10,0 182 8380 2115 0,0 1:0,06 1:46,1 1:0,25 211,5:0
16 9,9 00 1453 39 2115 10,7 9,9:0 1:0,03 1:54 1:0,05
17 9,9 99,8 1453 134 169 0,0 1:10 1:0,09 1:1,3 16,9:0
18 98,7 10,0 91 134 106 2135 1:2 1:1,47 1:0,79 1:20,2
19 1580 0,0 182 1676 16,9 21,3 158:0 1:9,2 1:0,1 1:1,26
20 9,9 20,0 54 838 21,1 0,0 1:2 1:15,4 1:0,25 21,1:0
21 42 998 1453 838 00 106,7 1:23,6 1:0,58 83,8:0 0:106,7
22 98,7 1995 145 84 00 10675 1:2 1:0,58 8,4:0 0:1067,5
23 42 1596 145 00 4,4 17,1 1:37,8 14,5:0 0:4,4 1:3,9
24 1580 20,0 00 39 169 106,7 1:0,13 0:3,9 1:1,3 1:6,3
25 42 1995 1453 8380 10574 10675 1:47,2 1:58 1:08 1:1
26 4,2 1,8 1453 00 44 10675 1:0,43 145,3:0 0:4,4 1:243,8
27 1975 1995 21 8380 0,0 0,0 1:1 1:391,1 838:0 -
28 00 1995 00 39 10574 00 0:199,5 199,5:0 1:269,6 1057,4:0
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A quantificacdo dos analitos, em ng g™, foi feita utilizando as equagdes das
retas para as curva analiticas (Tabela 17) conforme as faixas de concentracéo:
completa (para concentracBes superiores) e reduzida (para concentracdes que
pertencem a faixa de trabalho reduzida). A partir das concentragdes, foram calculadas
as recuperagdes, com base na Equacgéo 42.

Os resultados de recuperacdo entre 80 e 120% foram considerados
satisfatorios para o nivel de concentracdo da ordem de ng g* (MAPA, 2011; Ribani,
2004). Os resultados das recuperacdes dos analitos pertencentes aos pares criticos
foram graficados (Figura 46, Figura 47, Figura 48 e Figura 49). Nos graficos, as
linhas pontilhadas representam o limite inferior de 80% e o limite superior de 120%
de recuperacdo e 0s pontos representam os valores das recuperacdes percentuais dos
analitos. No caso das recuperacfes de analitos fora da faixa delimitada pela linha
pontilhada ndo se pode quantifica-los com a confianga estabelecida para o teste,
devido a interferéncia imposta por outro analito presente na amostra num nivel de
concentracdo especifico.

Na Figura 46 podem ser observadas as recuperacdes alcancadas para o par

HOL/HLOL nas 28 misturas testadas, levando-se em conta a propor¢do HOL:HLOL.

[---80%---120% ® HOL o HLOL|

300 ~

200 ~ L

f mm m e mm e mmmmemm. . —.—— - -l L e i e e e e e e
]
4 o [m}
01 w080 ) 8 a0 g § " g0l . 90O

Recuperacéo (%)

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

012 3456 7 8 9 10111213 141516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
NUmero das solugdes
Figura 46. Recuperacdes obtidas para o par de analitos (®) HOL/(0)) HLOL. Linhas pontilhadas (----):
limite inferior de 80% e limite superior de 120%.

As recuperacgdes para HOL nas solugdes 17 (1:10), 21 (1:23,6), 23 (1:37,8) e
25 (1:47,2) ficaram acima do limite superior de 120%. Isso significa que sO seria
possivel quantificar HOL na presenga de HLOL em misturas que tivessem a
proporcdo entre esses dois analitos abaixo de 1:10, que nesse caso a concentragdo de
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HOL e HLOL eram iguais a, respectivamente, 9,9 e 99,8 ng g™*. A mistura 4, de razdo
1:3,8 seria a primeira proporcao abaixo de 1:10 que aponta resultado dentro do limite
aceitavel de recuperacdo. Portanto, quando a concentracdo de HOL é no maximo 4
vezes menor que a do HLOL ¢é possivel quantifica-lo sem interferéncia. Por outro
lado, é possivel observar que quando o HOL est&d em quantidades iguais ou superiores
ao HLOL a recuperagédo encontra-se dentro da faixa de 80 a 120%. Isso pode ser
observado no resultado obtido com a solugdo 27 (propor¢édo 1:1) que tem 0 maximo
de HLOL, em concentracdo, dentro da faixa estabelecida (Tabela 20), ou seja,
concentracdo de HOL de 197,5 ng g™ e concentracdo maxima de HLOL do teste
(199,5 ng g). Com relacdo ao HLOL, a analise de todas as solucdes produziram
recuperacdes dentro da faixa limite, inclusive a solucdo de nimero 14, onde o HLOL
(1,8 ng g™*) estava presente em concentragdo 110 vezes menor do que o HOL (197,5
ng g™). Uma comparacdo, com base numa situacao real do trabalho desenvolvido por
Abourashed et al. (2003) onde foram analisados 104 espécies de Passiflora, a maior
proporcdo encontrada entre HOL e HLOL foi de 1:0,2 (230 ng g™ de HOL para 50 ng
g™ de HLOL). Considerando a presenca de cinco vezes maior de HOL em relacdo ao
HLOL nessa amostra, conclui-se que a determinacdo desse par de alcaloides em
amostras pelo método proposto por MLC pode ser realizada sem interferéncia
significativa.

Na Figura 47 estdo relacionadas as recuperacdes para o par HAE/NOR nas 28
solucBes. Pelos cromatogramas ja foi possivel observar que esse par € o de menor
resolucédo dentre todos os estudados. Portanto, esperavam-se faixa de concentragdes

relativas muito restrita para a qual ndo se observaria interferéncia.
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Figura 47. RecuperacGes obtidas para o par de analitos () HAE/(®) NOR. Linhas pontilhadas (---):
limite inferior de 80% e limite superior de 120%.

Levando-se em conta as diferentes propor¢des HAE:NOR, para a NOR as
solucdes que ficaram fora da faixa limite foram as de ndameros 12 e 15 (1:46,1), 6
(1:39,1), 25 (1:5,8), 8 (1:3,9), 14 (1:1,85), 18 (1:1,47) e 16 (1:0,03). As solugdes que
possuem razdo de 1:9,2 (solucdo 19) e 1:15,4 (solugéo 20) apresentaram recuperagoes
de NOR satisfatorias. Comparando as concentra¢fes de HAE e NOR nas solugdes 25
(145,3 e 838 ng g*) e 20 (5,4 e 83,8 ng g*) pode se concluir que o resultado
insatisfatério para a solucdo 25 advém da elevada concentracdo dos analitos, o que
acarreta em maior largura dos picos e, consequentemente, uma maior interferéncia na
medida da integracdo das areas.

Outro caso foi o par de solugdes (10 e 14) de mesma proporc¢ado (1:1,8), onde a
recuperacdo na solucdo 10 esta dentro dos limites e a da solucdo 14 esta fora da faixa
de 80 a 120%. Essa discrepancia é explicada em funcdo das concentracdes das
solucBes. A solugdo 10 estd numa faixa de baixa concentracéo para HAE (2,1 ng g™)
e para NOR (3,9 ng g), enquanto que a 14 est4 numa faixa mais elevada para ambos
os analitos (90,8 e 167,6 ng g* para HAE e NOR, respectivamente).
Consequentemente, os picos ficaram mais proximos na mistura 14 de modo que
houve interferéncia mutua (recuperacdo de 297% para NOR e 15% para HAE) na
integracdo das areas. Fato similar ocorreu com as misturas 4 (1:11,5) e 25 (1:5,8), que
apesar da maior proporcdo entre os analitos, a mistura 4 ndo indicou interferéncia
enquanto que na solucdo 25 a interferéncia foi observada. Esse resultado é
consequéncia dos diferentes niveis de concentracdo dos analitos presentes na solucéo
4 (14,5 para HAE e 167,4 ng g™ para NOR) em relacdo a solugdo 25 (145,3 para
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HAE e 838 ng g™ para NOR). Na mistura 16 houve uma diferenca de 37 vezes entre a
concentracdo HAE e da NOR, e ndo foi possivel observar o pico da NOR, porém na
mistura 17 (1:0,09) as recuperacGes para HAE e NOR ficaram dentro da faixa
aceitavel.

Com relagdo ao HAE, interferéncias foram observadas nas solugbes 12, 14,
15, 18, 21 e 25, praticamente as mesmas em que néo se observou interferéncia para a
NOR, exceto as solucdes 6, 16 e 21. Nas misturas 21 e 22, que tém a mesma
proporcéo dos analitos (1:0,58), os resultados foram opostos. A solucdo 21 (145,3 ng
g™ para HAE e 83,8 ng g™* para NOR) se observou interferéncia para HAE, enquanto
que na solugdo 22, que possui um nivel de concentracdo menor (14,5 ng g™* para HAE
e 8,4 ng g para NOR), nenhuma interferéncia foi observada na recuperacéo de
ambos. Com base nos resultados encontrados, as raz6es limites entre HAE/NOR para
a quantificacdo da NOR seria entre 1:154 e 1:0,09. Para HAE, como conclusao
preliminar, o limite é obtido na mistura 21, que possui elevada concentracdo do par,
sendo que a recuperacdo desse analito em pequenas concentraces ficou dentro da
faixa de 80 a 120%.

Na Figura 48 séo apresentadas as recuperacdes para 0 par NOR/HIE nas 28
solugdes. Como esperado, as solucbes que apresentaram recuperacdo fora da faixa
aceitavel para NOR em relacdo ao HIE foram as mesmas em que houve interferéncia
para 0 par HAE/NOR (solucdes 6, 8, 12, 14, 15, 16, 18, 25), uma vez que ja foi
identificada uma interferéncia imposta pela HAE na area medida para a NOR. Como
0 pico cromatogréfico da NOR se situa entre HAE e HIE, deveria se esperar que
algumas solucdes para NOR sofresse interferéncias em fungdo da presenca dos dois
analitos. Porém, a NOR aparentemente sofre uma interferéncia muito mais
significativa da presenca de HAE do que de HIE, pois a diferenca entre os tempos de

retencdo do par HAE/NOR é menor que a diferenca entre NOR/HIE.
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Figura 48. Recuperacdes obtidas para o par de analitos (®) NOR/(xJ) HIE. Linhas pontilhadas (---):
limite inferior de 80% e limite superior de 120%.

Para a HIE, a solucdo 18 (1:0,79) e a solucdo 26 (0:4,4) apresentaram
recuperacdo fora da faixa adotada como aceitavel. Estima-se que a quantificacdo do
HIE recebe uma maior interferéncia do HLINE do que da NOR, pois nestas solugdes,
a concentracdo da NOR ¢é relativamente baixa ou inexistente quando comparada a
concentracdo de HLINE.

Na Figura 49 sdo mostradas as recuperacdes em relacdo ao par HIE/HLINE.
Visualmente, observa-se que todas as razdes entre HIE e HLINE encontram-se dentro
da faixa de aceitacdo, isto significa que HIE ndo é um interferente para HLINE, nas

proporcOes avaliadas, que vao de 1:0,002 (mistura 11) até 1:243,8 (mistura 26).
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Figura 49. Recuperacdes obtidas para o par de analitos (0)) HIE/(®) HLINE. Linhas pontilhadas (---):
limite inferior de 80% e limite superior de 120%.

Como mencionado, HLINE influencia na quantificacdo de HIE e as misturas

que apresentaram recuperacdes fora da faixa aceitavel para HIE sdo as mesmas
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rejeitadas para o par NOR/HIE (solugdes 18 e 26). A interferéncia observada para a
solucdo 18 (1:20,2) pode ser atribuida a uma falha na preparacéo da solucgdo, pois ha
propor¢Ges muito mais significativas, como a mistura 9 (1:48,8) que ficaram dentro
do limite de 80 a 120%, e por isso, 0 resultado dessa solucdo foi considerado
discrepante. J& a solugdo 26 (1:243,8) justifica pela razdo entre HIE/HLINE ser tdo
alta e HIE ter sofrido interferéncia do HLINE.

4.4

Comparacéo entre Métodos e Ensaios de Recuperacéo

Para comparar o desempenho do método proposto para a quantificacdo das -
carbolinas por MLC foi utilizado 0 método de autoria de Cheng e Mitchelson (1997)
que propds a quantificacdo dos seis alcaloides por cromatografia eletrocinética
micelar (MEKC). No trabalho, os autores descreveram as condigdes experimentais
para a separacdo das seis B-carbolinas (HOL, HLOL, HAE, NOR, HIE e HLINE) por
MEKC usando o surfactante aniénico SDS, como pseudofase estacionaria, e deteccao
absorciométrica no UV-vis. O trabalho foi escolhido em funcdo de envolver os
alcaloides que foram estudados nesta Tese, além do fato do método utilizar o mesmo
surfactante aniénico que é utilizado no método proposto por MLC. Adicionalmente, a
técnica MEKC faz parte do escopo das estudadas no LEEA-PUC-Rio, onde foi
desenvolvido esse trabalho, o que facilitou a reproducdo do método. Uma
desvantagem na escolha do método de comparacdo foi que a faixa de trabalho
utilizada por MEKC (1 x 10°a 1 x 10™ mol L™) é muito superior a faixa do método
proposto por MLC (1 x 10® a 1 x 10® mol L™). Outra opcdo do método de
comparacédo seria o desenvolvido por Cepas et al. (1996), que tecnicamente ndo foi
possivel reproduzir no laboratorio pela complexidade da derivatizacdo quimica
envolvida e que utiliza o reagente bis(2,4-dinitrofenil)oxalato.

A fim de melhorar a eficiéncia de separacdo dos analitos, as condigdes
experimentais do método por MEKC foram reproduzidas com algumas modificacfes

propostas por Marques et al. (2008), como a retirada da ureia, que provocava a quebra
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frequente do capilar. Segundo Marques, as condicGes reportadas no trabalho de
Cheng e Mitchelson (1997) ndo eram robustas para a separagdo com variagdes no
tempo de migracdo e na area dos picos dos analitos. Marques et al. (2008)
determinou, pelo método MEKC modificado, os alcaloides HOL, HAE, NOR, HIE e
HLINE. Como o HLOL néo foi determinado por esse método, esse alcaloide também
ndo foi incluido no estudo de comparacdo com o método por MLC. Nas condic¢des
experimentais adaptadas, a separacdo foi feita em um tempo de migracdo total de 18
min.

Na Tabela 21 sdo mostradas as condigcdes experimentais utilizadas na
construcdo da curva analitica para HOL, NOR, HAE, HIE e HLINE, pela
metodologia por MEKC.

Tabela 21. Condi¢des experimentais adaptadas utilizadas no estudo comparativo com o método de
referéncia baseado em MEKC para a quantificacdo das seis B-carbolinas.

Condigdes experimentais

Dimensdes do capilar 60 cm total (52 cm até o detector) e 75 um de diametro interno.
Temperatura 25°C

Voltagem 25 Kv

Tempo de injecdo 75s

BGE SDS (50 mmol L™, 4cido bérico (0,4 mol L™), ACN (15% v/v) e ajuste
(eletrolito de corrida) de pH 9,0 com solugdo de NaOH (1 mol L™).

Diluidas em 75:25 v/v (tamp&o borato 20 mmol L™ pH 9,0 e 4gua

Solucdes ultrapurificada).

Na Figura 50 é apresentado o eletroferograma resultante da introducdo de uma
mistura dos alcaloides, HOL, NOR, HAE, HIE e HLINE utilizando a técnica de
MEKC nas condicGes experimentais da Tabela 21, onde se pode observar uma boa
resolucéo na separacdo entre os picos e na eficiéncia dos picos. Todas as p-carbolinas

foram detectadas em A = 241 nm, exceto HLINE, em A = 383 nm.
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Figura 50. Eletroferogramas de uma mistura de padrdes de [B-carbolinas obtidas por meio das
condicOes experimentais adaptadas do método de referéncia por MEKC. Todos os alcaloides foram
detectados em A = 241 nm (A), exceto HLINE que foi detectado em A = 383 nm (B). HOL (2 x 10* ng
g%ty =7,8min), NOR (1,7 x 10* ng g™, t, = 9,8 min), HAE (9 x 10® ng g, t,, = 11,2 min), HIE (2
x 10 ng g, t, = 12,7 min) e HLINE (2 x 10* ng g™, t,, = 16,6 min).

A construcdo da curva analitica para a quantificacdo dos alcaloides por
MEKC foi realizada em quatro pontos de concentragdo, em mol L™, e cada nivel de
concentracdo foi preparado em duas réplicas auténticas. Na Tabela 22, os valores de
concentracdes estdo convertidos para ng g para facilitar a comparagdo entre o
método por MEKC com e o proposto que se baseia no MLC. Portanto, as curvas
analiticas foram construidas em termos de concentracdes em ng g™ em funcio das
areas, em unidade arbitréria, correspondentes para cada um dos alcaloides. Utilizando
0 método dos minimos quadrados foi realizada a regressao linear e obtida a equacgéo
da reta e o valor de R% Todas as regressdes lineares obtiveram R? préximo de 1. As

equacdes da reta e seus respectivos valores de R? s&o apresentados na Tabela 23.

Tabela 22. Faixas de concentracdo das B-carbolinas, em ng g, utilizadas na construcéo da curva
analitica dos alcaloides no procedimento de determinagéo por MEKC.

Concentracéo x 10° (ng g™%)

Solugdes de

B-carbolinas HOL NOR HAE HIE HLINE
C1 2,0 1,6 2,0 2,0 2,2
c2 98 8,4 91 10,5 9,9
C3 19,5 16,7 18,1 16,8 17,1

C4 38,9 33,4 39,4 21,0 19,8
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Tabela 23. Equac@es da reta e valores de R? para as curvas analiticas construidas por MEKC para a
série de B-carbolinas.

B-carbolinas Equacdo da reta R?
HOL y =21,38x-7,37 0,9997
NOR y =41,48x - 31,25 0,9979
HAE y =37,01x - 34,61 0,9982
HIE y = 36,49x — 9,72 0,9975

HLINE y =29,05x - 18,90 0,9976

Para comparar 0s metodos se selecionou um voluntario (ndo fumante e sem o
habito de ingestdo de bebidas alcodlicas) para doacdo da amostra de urina de modo a
se minimizar a chance da presenca de alcaloides -carbolinas na amostra, ja que sua
presenca estd associada ao fumo e a ingestdo de bebidas alcodlicas (Adachi et al.,
1991; Pfau e Skog, 2004; Herraiz, 2004; Tsuchiya, 2004).

A amostra de urina do voluntario ndo fumante foi fortificada em dois pontos
de concentracdo, indicados como C1 e C2, que sdo em niveis diferentes, para analise
por MLC e por MEKC, conforme a faixa de concentragdo de trabalho para cada
método. A amostra de urina fortificada foi tratada conforme procedimentos descritos
(subitem 3.4.8). Cada ponto foi preparado em trés réplicas auténticas com solucgdes
padrbes independentes. Como a faixa de trabalho ¢é diferente para cada método, as
solucBes estoque foram diluidas até atingir a concentracdo desejada. As solucdes
analisadas por MLC foram muito mais diluidas que as preparadas para a
determinacdo por MEKC, assim as recuperac@es foram normalizadas para se proceder
a comparacgdo. Para facilitar a diluicdo das solucgdes utilizadas por MLC foram
preparadas solucdes intermediarias a partir da solucdo estoque. Na Tabela 24 sé&o
mostrados os valores de concentragdo, ng g*, para os dois niveis Cl1 e C2
correspondente a cada analito em duas réplicas. Os valores apresentados entre
parénteses sdo os fatores de diluicdo da solucdo estoque que foram utilizados para

atingir a concentracdo desejada.
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Tabela 24. Valores de concentracdes, em ng g, utilizadas na fortificacio de amostras de urina de
voluntario ndo fumante para o teste de recuperagdo por MLC e por MEKC e os fatores de diluicao,
entre parénteses.

Concentracdo (ng g™)

. MLC MEKC (x 10%)
B-carbolina
C, C, C, C,
(fator de diluicdo)  (fator de diluicdo) | (fator de diluicdo) (fator de diluicdo)
HOL 39,5 (49347,3) 197,5 (9869,5) 9,9 (196,9) 20,0 (97,5)
HLOL 39,9 (51505,6) 199,5 (10301) - -
HAE 36,3 (50018,3) 181,6 (9998,2) 9,1 (199,5) 18,2 (99,8)
NOR 33,5 (50028,9) 167,6 (9999,8) 8,4 (199,5) 16,8 (99,8)
HIE 42,3 (49597,3) 211,5 (9919,5) 10,6 (197,9) 16,9 (124,2)
HLINE 42,7 (49298) 213,5 (9859,6) 10,7 (196,73) 17,1 (123,1)

Na Figura 51 foram superpostos os eletroferogramas obtidos por MEKC de
amostras de urina ndo fortificadas (B), considerada como ensaio em branco, e a
mesma amostra de urina ap6s fortificacdo (A) com os cinco alcaloides, HOL, HAE,
NOR, HIE e HLINE.

NOR
!
HOL |‘|
||
g ; | ﬁ H
8 | R
|| | /.
| R
| F| [| 'I} J:I'| HLINE
A e U
FB .
0 2.5 5 7.5 10 125 15 17.5 20

Tempo de migragdo (min)

Figura 51. Superposicdo de eletroferogramas de amostras de urina de voluntario ndo fumante: urina
ndo fortificada (B) e urina fortificada (A) com uma mistura de padrdes de HOL, NOR, HAE, HIE e
HLINE. Todos os alcaloides foram detectados em A = 241 nm, exceto HILNE, em A = 383 nm.
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Os cromatogramas obtidos, utilizando a técnica por MLC, pela injecdo da
amostra de urina do voluntério ndo fumante (ensaio em branco) (A) e a injecdo da

urina fortificada (B) com os seis alcaloides sdo apresentados na Figura 52.

Sinal
T

', HLOL NOR.

Tempo de retengao (min)

Figura 52. Superposi¢do de cromatogramas de amostras de urina voluntério ndo fumante (A) e urina
fortificada (B) com uma mistura de HOL, HLOL, HAE, NOR, HIE e HLINE.

Trés réplicas auténticas das solu¢Ges nos niveis de concentracdo C1 e C2
foram preparadas e determinadas por MLC e por MEKC. Como as faixas de trabalho
dos métodos proposto e de referéncia sdo diferentes, fez-se necessario comparar a
razdo entre a concentracdo recuperada e concentracdo esperada. Desta forma, o
resultado das medidas das concentracdes em ambos 0s métodos seriam normalizados
com resultados adequados aqueles préximos da unidade. Na Tabela 25 séo
apresentados os resultados do teste t bi-caudal, presumindo variancias diferentes para
os niveis de concentracdo C1 e C2, comparando MLC e MEKC. Os valores em
negrito representam, respectivamente, os resultados dos testes tcaiculado, Valor-P € tertico
para C1 e C2. Para os testes, os valores de tcaculado (1,99 para C1 e 1,56 para C2)
foram menores que teritico (2,16 para C1 e 2,31 para C2), para 95% de confianca.
Diante desses resultados, pode se dizer que ndo houve diferenca significativa entre 0s

resultados obtidos pelo método proposto por MLC e o0 método de comparacao.
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Tabela 25. Teste t bi-caudal para os niveis de concentragdo C1 e C2 medidas por MLC e por MEKC.

C1 C2

MLC MEKC MLC MEKC

Média 1,02 0,959 0,989 0,954

Variancia 5x 10 1,2x 10 7 x10° 5x10°

gl (grau de liberdade) 13 17 8 8

s 1,99 1,56
valor-p bi-caudal 0.067 016
teritico DI-caudal 2,16 2,31

Comparando as variancias dos resultados, apresentados na Tabela 25, o
método por MLC apresentou menores desvios em relacdo ao método por MEKC.
Desta forma, foi realizada uma comparacgéo entre as variancias obtidas por ambos 0s
métodos para C1 (Tabela 26) e C2 (Tabela 27), utilizando ANOVA com fator Unico.
Os valores em negrito representam, respectivamente, os resultados dos testes Fcajculado,

Feritico € valor-p.

Tabela 26. Valores resultantes da Analise de Variancia — ANOVA: fator Unico, para a medida de
concentracdo, em ng g, para o nivel de concentragdo C1 por MLC e por MEKC.

C1
Fonte da variacdo SQ Gl MQ F valor-p Feritico
Entre grupos 0,0377 1 0,0377
Dentro dos grupos 0,129 27 0,00478 7.88 0,0092 421

Total 0,167 28
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Tabela 27. Valores resultantes da Analise de Variancia — ANOVA: fator (nico, para a medida de
concentracdo, em ng g, para o nivel de concentragdo C2 por MLC e por MEKC.

c2
Fonte da variacdo SQ Gl MQ F valor-p Feritico
Entre grupos 0,0069 1 0,00691
Dentro dos grupos 0,039 20 0,00195 3,54 0,074 4,35

Total 0,046 21

Com base nos resultados, o valor de Feaculado fOi maior que 0 Feitico € 0 Valor-p
ficou abaixo de 0,05 para o teste C1. Este resultado indica que ha uma diferenca
significativa entre as variancias das medidas obtidas por MLC e por MEKC. Os
resultados para o 2° nivel de concentracdo, C2, resultou em Feacutado < Feritico € Valor-p
> 0,05, indicaram igualdade estatistica entre as variancias resultantes das medidas das
solucBes de alcaloides realizadas pelos dois métodos.

As recuperacOes (Equagdo 42) dos seis alcaloides por MLC e por MEKC
foram calculadas em valor percentual, pela razdo entre a média das trés concentracdes
estimadas pelas equacbes da reta — correspondentes as areas obtidas pelos
cromatogramas — e a média das duas concentracbes dos padrdes de mesma
concentracdo também calculadas pela equacdo da reta. O desvio padrdo foi
determinado e esta apresentado na Tabela 28 com o respectivo valor da recuperacao

percentual.

Tabela 28. Valores de recuperagdo, em %, para os dois niveis de concentracdo C1 e C2, em ng g™,
obtidos pelo método proposto por MLC e pelo método de referéncia por MEKC em amostra de urina
fortificada.

Recuperacédo (%)

B-carbolina
MLC MEKC
C; C, C Cz
HOL 103,1+0,5 97,9+0,3 113,7+ 34 81,31
HLOL 98,3+0,2 99,6 +0,2 - -
HAE 101,5+04 99,5+0,5 83,0+3,6 90,1 +5,6
NOR 104,5+0,5 105,8 0,9 92,751 93,252
HIE 101,8+0,6 98,1+0,2 90,8+4,9 100,5+5,3
HLINE 103,4+0,2 99,7+0,2 915+7,6 919+59
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Os valores de recuperagdo obtidos, quantificados em ambos os métodos, para
todos os seis alcaloides, em amostra de urina, ficaram dentro da faixa de recuperagéo
aceitavel de 80 a 120%, sendo que para 0 método proposto por MLC essa faixa foi de

97,9 a 105,8 %. O maior desvio resultante da medida da recuperacéo foi igual a 0,9%.

4.5
Aplicacdo do método proposto por MLC

O método proposto baseado na técnica de MLC foi aplicado na anélise de
urina de voluntarios, em amostras de Passiflora incarnata e amostra de Passiflora
alata de modo a avaliar se 0 método era capaz de determinar quantidades dos analitos

realmente esperados para as amostras reais.

45.1

Urina de Fumantes

As B-carbolinas sdo consideradas biomarcadores em pessoas que abusam da
ingestdo de bebidas alcodlicas e de cigarros. Com isso ha trabalhos na literatura que
investigam a presenca dos alcaloides p-carbolinicos em amostras de cabelo de
fumantes e de alcodlatras, em urina de fumantes, em bebidas alcoolicas, em fumaca
de cigarro, dentre outras amostras relacionadas (Adachi et al., 1991; Pfau e Skog,
2004; Herraiz, 2004; Tsuchiya, 2004). Esses estudos motivaram a investigacao
qualitativa e quantitativa da presenca dos alcaloides em urina de fumantes. Dessa
forma, foram coletadas amostras de urina de trés voluntéarios fumantes entre 30 e 50
anos, sendo dois do sexo masculino e um do sexo feminino. As amostras de urina dos
fumantes foram tratadas, conforme procedimento descrito no subitem 3.4.8. A sequir,
as amostras tratadas foram diluidas em fase movel micelar para posteriormente serem

analisadas por MLC.
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De acordo com os resultados obtidos, ndo foi encontrado nenhum pico
correspondente as p-carbolinas nas amostras de urina dos fumantes dos trés

voluntarios, como pode ser observado na Figura 53.

Sinal
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Tempo de retencdo (min)

Figura 53: Cromatogramas superpostos de trés amostras de urina de voluntarios fumantes (A), (B) e
(C) obtidos através das condigdes experimentais do método proposto por MLC.

452

Passiflora incarnata e alata

Para a identificacdo e quantificacdo dos alcaloides B-carbolinicos presentes
em P. incarnata e P. alata foram utilizadas diferentes fontes dessas plantas. A
aplicacdo do método baseado no MLC em Passiflora incarnata foi realizada com as
seguintes amostras: medicamento fitoterdpico de Maracuja, urina de voluntario
coletada ap6s a administracdo de dois comprimidos do medicamento fitoterdpico e
tintura de P. incarnata. Para a Passiflora alata foram utilizadas amostras de cha
misto de Maracuji — Passion Fruit. Todas as amostras foram adquiridas no comércio

local.
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4.5.3
Medicamento fitoterapico de Passiflora incarnata L.

O medicamento fitoterapico foi utilizado na forma de comprimidos revestidos
do extrato seco das partes aéreas de Passiflora incarnata. Segundo a bula, cada
comprimido continha 320 mg do extrato seco, sendo que 8 mg era equivalente a
flavonoides totais calculados como vitexina. Segundo o fabricante, as partes aéreas da
Passiflora incarnata contém pelo menos 1,5% de flavonoides totais expressos em
vitexina e isovitexina. A presenca e/ou a quantidade dos alcaloides B-carbolinas néo
foram citados na bula do medicamento. Este fitoterapico é indicado para o tratamento
de insOnia, irritabilidade, agitacdo nervosa e desordens da ansiedade, uma vez que
atua no sistema nervoso central produzindo efeito sedativo, prolongando o periodo de
sono.

A posologia indicada pelo fabricante do medicamento fitoterapico é a
ingestdo de dois comprimidos, por via oral, trés vezes ao dia, de oito em oito horas.
Desta forma, foram utilizados dois comprimidos, de massa total igual a 1,3001 g,
para a identificacdo dos alcaloides. Os comprimidos foram pesados, macerados e
dissolvidos em metanol, conforme a descri¢do no subitem 3.4.9.

Para a identificagdo dos picos originais dos alcaloides presente no
medicamento fitoterapico, fortificou-se a amostra com a solucdo padrdo dos
alcaloides B-carbolinas nas seguintes concentracdes, em ng g™, HOL (19,77), HLOL
(14,96), HAE (18,14), NOR (21,79), HIE (18,61) e HLINE (21,31) e preparou-se a
amostra fortificada seguindo o0 mesmo procedimento para a solugdo amostra. Na
Figura 47 foram superpostos 0s cromatogramas obtidos pela injecdo da solucéo
amostra (A) e da solugdo amostra fortificada (B). Os cromatogramas foram editados
de forma que os picos referentes aos alcaloides ficassem em evidéncia. Desta forma,
0S picos iniciais relativos aos outros componentes da matriz foram cortados. No
cromatograma da solugdo amostra € possivel observar a presenca de dois picos de
tempo de retengdo igual a 11,5 min e 22,5 min, coincidentes com 0s tempos de
retencdo do HOL e do HIE. Para confirmar a presenca dos alcaloides, foi analisada

amostra de medicamento fortificada com uma solucdo padrédo dos analitos e 0s
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tempos de retengdo comparados. Observou-se o aumento da intensidade do sinal do
pico relativo ao HOL, sendo possivel afirmar a sua presenca no medicamento
fitoterapico. Além do HOL, o alcaloide HIE também foi identificado na amostra,
porém em quantidade bem inferior ao HOL, como pode ser observado no detalhe
(aumento da regido do HIE) da Figura 54. Nao foram identificados os demais
alcaloides HLOL, HAE, NOR, HIE e HLINE.

or HE

“’M\J

Tampo de reteng3o (m.m)

Sinal

HOL

Sinal

Tempo de retencéo (min)

Figura 54. Superposicdo dos cromatogramas obtidos pela inje¢cdo da solugcdo amostra de medicamento
de fitoterdpico Maracuja (A) e solugdo amostra de medicamento de fitoterapico Maracuja fortificado
(B) com HOL, HLOL, HAE, NOR, HIE e HLINE.

45.4

Urina de voluntario ap0s a administracao de medicamento fitoterapico

A fim de estudar a excregdo, via urina, dos alcaloides ap6s a administragdo de
uma dosagem do medicamento fitoterapico de Maracuja, um voluntario ndo-fumante
e saudavel, ingeriu dois comprimidos do medicamento. A fim de determinar a
quantidade de HOL excretado pelo usuario do medicamento fitoterapico, optou-se por
coletar a amostra de urina em até 8 h, seguindo as orientagdes da posologia indicada
pelo fabricante. Desta forma, 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 apos a

administracdo da dosagem, sem excrecdo entre as amostragens.
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As amostras de urina foram tratadas, logo ap6s a coleta, seguindo o
procedimento de clean up, descrito no subitem 3.4.8. A seguir, 2,00 mL dessas
amostras tratadas foram diluidas em 5,00 mL para posteriormente serem analisadas
por MLC. Na Figura 55 s@o mostrados os cromatogramas resultantes das analises das
amostras nos tempos 0 h (A), 1 h (B), 2 h (C) e 8 h (D). Pode-se observar que apenas
a amostra de urina coletada 8 h ap6s a ingestdo dos comprimidos apresentou um pico

cromatografico com tempo de retencdo igual a 11,5 min.

Y

C
= |
R=
@n B
A
0 5 10 15 20 25

Tempo de retencdo (min)

Figura 55. Cromatogramas obtidos pela injecdo das amostras de urina de voluntario coletadas em
tempos diferentes: antes da administracdo da dosagem do medicamento —0h (A),1h(B),2h(C)e8h
(D) apds a ingestéo do fitoterapico.

Para a identificacdo do analito referente ao pico cromatogréafico, a amostra de
urina de 8 h foi fortificada com uma solucéo padréo dos alcaloides B-carbolinas nas
seguintes concentragdes, em ng g™, HOL (19,77), HLOL (14,96), HAE (18,14), NOR
(21,79), HIE (18,61) e HLINE (21,31). Na Figura 56 s&o comparados 0s
cromatogramas da urina ap6s 8 h da administragdo do medicamento (A) e da mesma
amostra de urina fortificada com solugdes-padrdo dos alcaloides (B). Os resultados

permitiram identificar o alcaloide HOL presente na urina.
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Sinal

Tempo de retencdo (min)

Figura 56. Superposicdo dos cromatogramas obtidos pela injecdo, em condigdes experimentais por
MLC de uma amostra de urina coletada apds 8 h da ingestdo de dois comprimidos do medicamento de
fitoterapico Maracuja (A) e a mesma amostra de urina Maracuja (B) fortificada com HOL, HLOL,
HAE, NOR, HIE e HLINE.

455
Tintura de Passiflora incarnata

A tintura de P. incarnata € uma solucdo alcodlica resultante da extracdo das
folhas secas maceradas da planta. Segundo o Formulario de Fitoterapicos da
Farmacopéia Brasileira (ANVISA, 2011), cada 10 mL da tintura corresponde a 1 g da
planta seca. A posologia indicada é a administracdo de uma dosagem entre 20 e 30
gotas da tintura, trés vezes ao dia. A ANVISA recomenda o uso da tintura de
Passiflora apenas em pessoas acima de 12 anos com dosagem de 2,5 a 5,0 mL
diluidos em 75 mL de &gua, trés vezes ao dia para a obtencéo de efeitos ansioliticos.
Como sedativo leve, o 6rgao federal recomenda diluir 5 mL da tintura em 75 mL e
tomar 1 h antes de deitar.

Para a determinacéo dos alcaloides beta-carbolinicos presentes na tintura nas
dosagens minima (20 gotas) e maxima (30 gotas) recomendadas pelo fabricante,
preparou-se duas solu¢des amostras, respeitando a quantidade de tintura recomendada
em cada dosagem, conforme a metodologia descrita no item 3.4.9. Para a
identificacdo dos possiveis alcaloides presentes na amostra de tintura, fez-se uso da
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fortificacdo com os alcaloides B-carbolinas nas seguintes concentracdes, em ng g,
HOL (19,77), HLOL (14,96), HAE (18,14), NOR (21,79), HIE (18,61) e HLINE
(21,31). Na Figura 57 sdo mostrados trés cromatogramas resultantes das injecOes das
dosagens de 20 gotas (A), de 30 gotas (B) e da amostra de 30 gotas de tintura
fortificada com uma solucdo padrdo dos alcaloides. Pode-se observar que a tintura,
em ambas as dosagens, apresentou apenas um pico cromatografico, com o tempo de
retencdo igual a 11,2 min, referente ao HOL, que teve sua intensidade aumentada pela
fortificacdo com a solucdo padrdo. Assim, foi possivel identificar a presenca desse

alcaloide na tintura de P. incarnata.

HOL

Sinal

0 5 10 5 20 23
Tempo de retencéo (min)
Figura 57. Superposicdo dos cromatogramas obtidos pela injecdo, em condi¢Bes experimentais por

MLC de uma amostra de tintura de P. incarnata nas dosagens minima de 20 gotas (A), maxima de 30
gotas (B) e amostra de 30 gotas fortificada (C) com HOL, HLOL, HAE, NOR, HIE e HLINE.

4.5.6
Cha Misto de Maracuja — Passiflora alata Dryander

Para a identificacdo da possivel presenca de alcaloides na Passiflora alata foi
utilizado amostra de chd misto de Maracuja, que continha em sua composicgao:
Maracuja (P. alata Dryander), Macé (Pyrus malus L.), Flor de Hibisco (Hibiscus
sabdariffa L.), folha de mate tostado (llex paraguaiensis) e aroma idéntico ao natural
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de Maracuja. Para o preparo de uma Xicara de 200 mL de cha, o fabricante recomenda
a infusdo de um saché de 1,5 g em agua quente.

Para a identificacdo da presenca de possiveis alcaloides B-carbolinicos foi
utilizado o extrato seco de dois sachés, com massa igual a 2,9987 g. O extrato do cha
foi tratado conforme a metodologia descrita no subitem 3.4.9. Como a quantidade de
alcaloide presente na amostra de cha estava abaixo do limite de quantificacdo do
método por MLC, a solugdo amostra foi pré-concentrada em um fator de seis vezes,
com auxilio de um vazdo de nitrogénio.

A solucdo de amostra resultante foi entdo introduzida no sistema
cromatografico e analisada usando as condi¢Ges experimentais ajustadas para o
método por MLC. A mesma amostra foi fortificada com a solucdo padrdo dos
alcaloides B-carbolinas nas seguintes concentracdes, em ng g™, HOL (19,77), HLOL
(14,96), HAE (18,14), NOR (21,79), HIE (18,61) e HLINE (21,31). Pode-se observar
na Figura 58 que o cromatograma do cha misto de Maracuja (A) revelou a presenca
de trés picos cromatograficos, possivelmente de alcaloides B-carbolinas, com tg’s
iguais a 19,5; 22,4 e 26,0 min, mostrada em dois canais de deteccdo, 370/447 nm e
370/495 nm. Pela fortificacdo dessa amostra foi confirmada a presenca de NOR, HIE
e HLINE. Os demais alcaloides n&o foram identificados. Possivelmente, os alcaloides
presentes no cha sdo provenientes da P. alata Dryander.

HOL

Sinal

Tempo de retencdo (min)

Figura 58. Superposicdo dos cromatogramas obtidos pela injecdo, em condicfes experimentais por
MLC de uma amostra de cha misto de maracuja contendo de P. alata Dryander em dois canais:
370/447 nm (A) e 370/495 nm (B) e a mesma amostra fortificada (C) com HOL, HLOL, HAE, NOR,
HIE e HLINE.
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4.5.7
Quantificacéo dos alcaloides identificados nas amostras de P. incarnata

e P. alata Dryander

Para fins de quantificacdo, cada amostra foi injetada em triplicata e a
concentracdo e o desvio padrdo, em ng g™, foram calculados com o auxilio da
equacdo da curva analitica do alcaloide identificado.

Para o medicamento fitoterapico a concentracdo do HOL na solugdo amostra
foi igual a 754 + 0,4 ng g*. Pelos célculos de diluicdo, estima-se que cada
comprimido tem o equivalente a 377 ng do alcaloide HOL em 320 mg do extrato seco
da planta.

A concentragdo HOL na amostra de urina diluida apds 8 h da administracéo
de dois comprimidos foi igual a 14,7 + 0,1 ng g™. No calculo de concentragdo foi
utilizada a equacdo da curva reduzida, pois o valor da area integrada estava dentro da
faixa da curva reduzida para HOL. Pelos célculos de diluicdo, estima-se que ap6s 8 h
da ingestdo de uma dosagem do fitoterapico, o voluntario excretou o equivalente a
276 ng do alcaloide HOL. Esse valor de massa de HOL € 73% do valor estimado do
alcaloide presente em uma dosagem do medicamento. Vale ressaltar que a posologia
recomendada pelo fabricante do medicamento fitoterapico é de dois comprimidos,
trés vezes ao dia, de oito em oito horas. Isto significa uma ingestdo de seis
comprimidos ao dia. Para mais detalhes sobre o tempo de excrecdo, via urina, do
alcaloide HOL faz se necessario um estudo mais aprofundado com a participacdo de
um numero significativo de voluntarios sadios e ndo-fumantes, tempo de coleta
superior a 8 h e normalizacdo dos resultados com célculo de concentracdo de
creatinina.

Para a dosagem minima de tintura — 20 gotas da tintura — foi encontrado um
valor de 20,6 + 0,2 ng g™ de HOL (concentracao calculada com auxilio da equacéo da
reta para curva reduzida) e 33,1 + 0,3 ng g para a dosagem maxima — 30 gotas da
tintura (utilizando a equacgéo da curva completa). A massa estimada em 20 gotas e 30

gotas na tintura de P. incarnata foi de 103 e 165 ng de HOL.
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No cha misto de maracuja foi identificado NOR, HIE e HLINE. Utilizando as
equacBes das curvas analiticas para as faixas reduzidas referentes aos analitos
identificados pelo cromatograma da amostra fortificada calculou-se a concentracao de
cada alcaloide. As concentracdes encontradas foram 19,54 ng g™ para NOR e 12,9 ng
g* para HIE. O alcaloide HLINE foi apenas detectado, pois a concentracéo
encontrada era abaixo do LOQ. A massa estimada, em ng, dos alcaloides NOR e HIE
em 1,5 g de extrato seco, o equivalente a um saché, foram respectivamente, 109 ng e
72 ng.

Na Tabela 29 s&o mostradas as massas estimadas, em ng, dos alcaloides

presentes nas amostras analisadas.

Tabela 29. Massa estimada, em ng, dos alcaloides presentes nas amostras de Passiflora incarnata em
matrizes de medicamento fototerapico, tinturas, urina e Passiflora alata Dryander em matriz de cha.

Amostras HOL HLOL HAE NOR HIE HLINE
Urina de fumantes nd? nd nd nd nd Nd
‘?Ompr,'”.“do do medicamento 377 nd nd nd Detectado Nd
fitoterdpico
Urina de voluntario apds 8 h 276 nd nd nd nd Nd
Tintura de Passiflora incarnata 103 nd nd nd nd Nd
—20 gotas
Tintura de Passiflora incarnata 165 nd nd nd nd Nd
—30 gotas
Cha misto de Maracuja —P. nd nd nd 109 72 Detectado

atala Dryander — 1 saché

nd — ndo detectado.
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