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5.
Desenvolvimento de meétodo por cromatografia liquida
micelar para quantificacdo galantamina e seus quatro

metabalitos principais

5.1

Resultados

5.1.1

Separacdo de galantamina e seus principais metabdlitos por MLC

Como ja discutido, o sucesso da separacdo por MLC requer conhecimento
prévio da influéncia do surfactante (natureza e concentracdo), do modificador
organico (tipo e proporcdo) e do pH da fase moével. A compreensdo das
caracteristicas acido-base dos analitos também é crucial para a escolha e ajuste
dos parametros experimentais a serem usados.

O ajuste do valor do pH da fase mével micelar tem grande influéncia na
qualidade da separacdo quando os analitos podem se ionizar em meio aquoso,
como é o caso da galantamina (GAL). A variacdo do pH altera a razdo das
concentracfes das formas acida e basica das substancias, afetando o tempo de
retencdo, uma vez que a presenca de cargas pode provocar a repulsdo ou atracao
das espécies pela superficie das micelas de surfactantes idnicos como as de SDS
(Carda-Broch et al., 2000). Além disso, dependendo da forma em que a espécie de
interesse se encontra no meio micelar, suas caracteristicas fotoluminescentes
podem ser bem distintas (Ingle e Crouch, 1988).

A GAL é uma amina terciaria cuja constante acida (pK,) em agua é 8,3,
enguanto que no meio aquoso rico em micelas de SDS é 9,3 (Culzoni et al., 2010).
Tal diferenca € decorréncia da estabilizagdo da forma protonada da GAL pela
formacdo do par idnico entre a carga positiva da GAL e a carga negativa
superficie da micela de SDS.

Na Figura 59 é mostrado o diagrama de distribuicdo das especies protonada
e neutra da GAL em agua e em meio aquoso rico em micelas de SDS, em funcéo
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do pH da solugdo. O grafico foi construido a partir dos valores de alfa calculados
(que € a razdo entre a concentracdo de uma forma da GAL em relacdo ao total de
espeécies derivadas da GAL) em valores de pH diferentes tomando como base os
valores de pK, obtidos em meio aquoso e em meio micelar de SDS por Culzoni et
al. (2000). O ponto que as curvas se encontram e onde: (i) os valores de alfa séo
iguais para a espécie acida e neutra e (ii) o valor do pH é igual ao do pK, da GAL.
Portanto, abaixo do pK, (valores de pH mais &acidos) a espécie protonada é a
predominante, enquanto que a acima do pKj, (valores de pH mais basicos) a forma

neutra da GAL predomina no sistema.

Meio aquoso
= = 'Meio micelar

alfa das espécies

Figura 59. Diagrama de distribuicdo (alfa das espécies) da galantamina em funcdo do pH dos
meios - aquoso (linha cheia) e micelar de SDS (linha pontilhada).

Ainda segundo Culzoni et al. (2010), a fluorescéncia mais intensa para a
GAL ocorre em meio rico em micelas de SDS e em pH abaixo de 8, indicando que
a forma protonada (carregada positivamente) deve ser predominante nas
determinac6es da GAL em meio organizado com micelas de SDS.

Diante do exposto, o surfactante escolhido para o desenvolvimento do
método por MLC para GAL e seus principais metabdlitos foi o SDS e todas as
fases moveis micelares e solugdes foram mantidas em pH na faixa entre 3 e 8
(faixa essa que também é apropriada para a coluna de fase estacionaria C18
utilizada no trabalho).

A fim de conhecer o perfil cromatografico da GAL e dos quatro
metabdlitos principais (N-0xido galantamina ou NOx, O-desmetil galantamina ou
OD, N-desmetil galantamina ou ND, e epigalantamina ou EP) em condigdes
cromatograficas com fase movel rica em micelas de SDS e com fase estacionaria

modificada com esse surfactante foi testada uma composicdo de fase movel
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micelar baseada nas condi¢fes indicadas por Berthod e Garcia-Alvarez-Coque
(2000). Essa condicdo consistiu de solucio tampéo acetato (10 mmol L™; pH 3,0)
contendo SDS (50 mmol L™) e (Et)sN (0,5%) que é misturada ao modificador
organico ACN no sistema cromatografico de modo a se manter a proporcao fixa
(eluicdo isocrética) de fase aquosa/modificador orgénico igual a 91/9% (v/v). Os
pardmetros cromatograficos utilizados foram: vazdo da fase mdvel de
1,0 mL min™, temperatura da coluna de 30°C e volume de amostra de 40 pL. As
solugdes-padrao dos analitos foram preparadas diluindo quantidades conhecidas
das solucBes estoque dos analitos em solucdo idéntica a fase mdvel micelar. Os
valores dos comprimentos de onda de excitacdo maximos obtidos para GAL e
seus metabdlitos ficaram na faixa de 285 a 290 nm. Desta forma, optou-se por
fixar 0 Aexc dos analitos em 285 nm, valor de Aee maximo para GAL, com intuito
de privilegiar a deteccdo desse analito. Os pares de comprimentos de onda de
excitacdo e de emissdo (Aexcrem), €M NM, apresentados na Tabela 30 e usados para
a deteccdo das substancias foram definidos a partir do espectro em trés dimensdes
das substancias obtidas em meio rico em micelas de SDS durante corridas

cromatograficas exploratérias com cada um dos analitos.

Tabela 30: Comprimentos de onda de excitagdo e de emissdo maximos (Aexcem) dos analitos OD
(4,5 x 10° mol L"), NOx (9 x 10° mol L™), GAL (4 x 10° mol L), ND (9,6 x 10° mol L™) e EP
(4,7 x 10" mol L™) obtidos nas solucdes de composicao escolhida’.

oD NOXx GAL ND EP
Xexcitacéo (nm) 285
Aemissio (nm) 334 332 330 334 334

! Composicdo do solvente das solugBes individuais: solucdo tampdo de acetato (10 mmol L™; pH 3,0) contendo SDS
(50 mmol L?) e (Et)sN (0,5%).

Na Figura 60 sdo mostrados os cromatogramas resultantes da introdugéo
de solucdo padrdo de cada uma das substancias OD (4,5 x 10®° mol L?), NOx
(9 x 10®° mol LY, GAL (4,0 x 10®° mol L), ND (9,6 x 10° mol L™) e EP
(4,7 x 10™° mol L™) nas condicBes cromatograficas escolhidas. A intensidade de
fluorescéncia foi normalizada de tal forma que os picos tivessem a mesma
intensidade de forma a permitir que se observe claramente a posi¢do de cada um

(sozinho em solugdo) no seu respectivo cromatograma. Vale lembrar que a
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fluorescéncia medida foi denominada como “sinal” em todos 0s cromatogramas

apresentados.

oD NOx GAL
ND

Sinal

LN

0 2 4 6 g 10 12 14 16
Tempo de retengéo (min)
Figura 60. Cromatogramas advindos da inje¢do de solucdo de cada um dos padrbes de OD (4,5 x
10° mol L™), NOx (9 x 10”° mol L™), GAL (4 x 10®° mol L™), ND (9,6 x 10°® mol L) e EP (4,7 x
10™ mol L. Composicdo da fase mével micelar: solucdo tampao de acetato (10 mmol L™; pH
3,0) contendo SDS (50 mmol L) e (Et)sN (0,5%)/ACN (91/9% v/v); volume de amostra 40 pL;
vazdo de fase movel de 1,0 mL min™; temperatura da coluna de 30°C. Os pares de Aeyem para

medicdo de fluorescéncia foram: OD 285/334 nm, NOx 285/332 nm, GAL 285/330 nm, ND
285/334 nm e EP 285/334 nm.

O tempo total de corrida foi de aproximadamente 15 min, sendo o OD o
analito menos retido (pico eluido em 8 min), e o metab6lito EP o mais retido (pico
eluido em 14 min). A ordem crescente de tempo de eluicdo foi OD; NOx; GAL,
ND; EP. Pode se observar que em tal condicdo os analitos ND e EP tém os tempos
de retencdo muito préximos (diferenca de 0,3 min) e provavelmente co-eluiriam
na corrida cromatografica de uma mistura contendo os dois analitos.

O cromatograma obtido a partir de uma mistura de padrdes da GAL e dos
quatro metabdlitos € mostrado na Figura 61. Nesse caso foram usadas as mesmas
condicdes cromatograficas dos experimentos feitos com introducdo das solucbes
padrdes para cada um dos analitos e, como estes possuem pares de Aexcrem bastante
proximos, a deteccédo foi feita com um valor de compromisso igual a 285/330 nm.
Os tempos de retencdo dos analitos na mistura seguiram 0 mesmo padréo
observado no experimento de introducdo das solugdes individuais, com o tempo
total de corrida de aproximadamente 15 min e com os analitos ND e EP co-
eluindo e formando um Unico pico no tempo de retencdo de 13,7 min. Os demais
analitos OD, NOx e GAL foram eluidos nos tempos de retencdo iguais a 7,9; 10,2

e 12 min, respectivamente. Sendo assim, 0S ajustes necessarios para atingir a
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condicdo experimental do método foram feitos para separar os picos do ND e do
EP num tempo total de corrida adequado.

Outro comentario pertinente diz respeito ao pequeno pico que segue 0 pico
principal da OD. Nesse caso, 0 pequeno pico deve ser da especiacdo parcial do
OD no pH 3,0 ou é proveniente de uma impureza presente no padrdo de OD. No
decorrer do trabalho, ao se estudar a variacdo do pH da fase mdvel, a questdo da

especiacdo podera ser confirmada ou descartada.

ND+EP

NOx GAL

oD

Sinal

0 2 4 6 g 10 12 14 16

Tempo de retencéo (min)

Figura 61. Cromatograma da mistura contendo OD (4,5 x 10®° mol L™), NOx (9 x 10 mol L™),
GAL (4 x 10° mol L™), ND (9,6 x 10°® mol L™) e EP (4,7 x 10° mol L™). Composico da fase
mével micelar: solugdo tampéo de acetato (10 mmol L™; pH 3,0) contendo SDS (50 mmol L™),
(Et)sN (0,5%)/ACN (91/9% v/v). Volume de amostra 40 pulL; vazdo de fase mével de 1,0 mL min?;
temperatura da coluna de 30°C; medicdo de fluorescéncia em 285/330 nm.

5.1.2

Estudo da variacdo da temperatura da coluna cromatogréfica

A fim de se obter a separacdo do par ND e EP, a temperatura da coluna
cromatografica foi diminuida de 30°C para 25°C. Os cromatogramas resultantes
da variagdo da temperatura estdo mostrados na Figura 62 sendo as demais
condi¢des cromatograficas mantidas idénticas as dos experimentos anteriores. A
reducdo da temperatura resultou em uma melhora significativa na resolucdo dos
picos, obtendo-se os tempos de retencdo em 13 e 14,5 min respectivamente para
ND e EP. Os tempos de retencdo e o formato dos picos dos analitos OD, NOx e
GAL nao tiveram uma alteracdo significativa com a variacdo da temperatura.

Porém, vale salientar que na temperatura de 25°C e nas condi¢des experimentais
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utilizadas ainda ndo se obteve separacdo de linha base entre GAL e ND e entre
ND e EP. De fato, a separacdo dos picos da GAL e ND piorou em relacdo a

situacdo anterior, em virtude da diminuic¢do do tempo de retencdo do ND.

Smal
u

4 6 5 10 12 14 16

Tenpo de yetongho (mmin)

Figura 62. Cromatogramas da mistura contendo OD (4,5 x 10” mol L), NOx (9 x 10®° mol L%),
GAL (4 x 10° mol L™), ND (9,6 x 10° mol L™) e EP (4,7 x 10° mol L™) obtidos em 30°C (A) e
em 25°C (B). Composicéo da fase mével micelar: solugdo tampdo de acetato (10 mmol L™*; pH
3,0) contendo SDS (50 mmol L), (Et)sN (0,5%)/ACN (91/9% v/v). Volume de amostra 40 pL;
vazéo de fase mével de 1,0 mL min™*; deteccdo em 285/330 nm.

O ajuste da temperatura da coluna para 20°C ndo produziu melhora alguma
na qualidade da separacdo dos picos em relacdo ao observado no cromatograma

obtido & 25°C. Desta forma, a temperatura da coluna escolhida foi 25°C.

5.1.3
Estudo da influéncia da natureza e porcentagem do modificador

organico na fase mével micelar

A adicdo do solvente organico (modificador organico), mesmo que em
pequenas quantidades, aumenta a eficiéncia de separacdo por MLC, decrescendo o
tempo de retencdo das espécies (Jiménez et al., 1996). Assim, a natureza e a
porcentagem do modificador organico foram testadas com o intuito de melhorar a
qualidade da separacdo e diminuir o tempo total da corrida cromatogréafica. Os
solventes usados foram ACN, metanol e propan-2-ol, solventes comumente
utilizados em métodos de separa¢do por MLC. Uma mistura de padrfes de GAL e

de seus metabolitos foi introduzida no sistema wusando as condicGes
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cromatograficas estabelecidas até este ponto, variando-se apenas a natureza do
modificador orgénico, presente na propor¢do de 9% (em volume). Porém, o0s
cromatogramas resultantes ndo apresentaram alteracdo significativa na qualidade
da separagdo, ou seja, nos tempos de retencdo relativo dos analitos e no tempo
total de corrida. Desta forma, a ACN foi mantida como modificador orgéanico,
necessitando-se ajustar a sua propor¢éao ideal na fase mével micelar.

A avaliacdo do efeito da proporcdo de ACN na fase movel na separagédo
dos analitos foi realizada em quatro niveis (7%; 9%; 12% e 15%), os quais ainda
garantem a integridade das micelas no meio (Khaledi, 1997). A mistura da fase
aquosa micelar com a ACN foi feita no sistema cromatografico. Na Figura 63 séo
mostrados os cromatogramas da mistura de GAL e metabolitos com fases moveis

micelares com diferentes proporc¢des de ACN.
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Tempo de retengo (min)

Figura 63. Cromatogramas da mistura contendo OD (4,5 x 10 mol L), NOx (9 x 10° mol L™),
GAL (4 x 10° mol L™), ND (9,6 x 10 mol L™) e EP (4,7 x 10° mol L) obtidos com fases méveis
contendo diferentes proporcdes de ACN: 7% (A), 9% (B), 12% (C) e 15% (D). Composi¢do da
fase mével micelar: solucdo tampdo de acetato (10 mmol L™ pH 3,0) contendo SDS
(50 mmol L) (Et)sN (0,5%) e complemento de ACN. Volume de amostra de 40 uL; vazdo de fase
mével de 1,0 mL min™; temperatura da coluna de 25°C; deteccdo em 285/330 nm.

O aumento da porcentagem de ACN na fase movel diminuiu sutilmente o
tempo de retencdo de todos os analitos com excecdo do ND, cujo tempo de
retencdo foi reduzido mais proeminentemente com o aumento da proporcéo de
ACN. O ND que co-eluiu parcialmente com o EP em fase movel contendo 7% de
ACN (cromatograma 63 A), se sobrepds com o pico da GAL em fase movel
contendo 15% de ACN (cromatograma 63 D). A discrepancia no comportamento
de retengdo do metabdlito ND em relacdo ao dos demais analitos pode ser

justificada pela auséncia, em sua estrutura quimica, de um substituinte no
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grupamento amina fazendo dessa molécula mais suscetivel as variacGes de
polaridade da fase movel. Dentre as quatro propor¢cdes de ACN testadas, a
presenca de 9% na fase movel apresentou a melhor separacédo entre 0s picos dos
analitos GAL/ND/EP (cromatograma 63 B), porém, como ja se havia mostrado,
com resolucdo (Rs) limitada entre GAL e ND (Rs = 1,5).

5.1.4

Estudo da influéncia do pH da fase movel

Os experimentos de separacdo foram feitos, até este ponto do trabalho,
com a fase movel tamponada em pH 3,0 com a finalidade de manter a GAL e,
possivelmente, seus metabdlitos, carregados positivamente em solucéo,
promovendo desta forma a interacdo eletrostatica destes com as micelas do
surfactante aniénico. Com intuito de avaliar a influéncia do valor do pH na
separacdo dos analitos foram testadas fases mdveis com os valores de pH
ajustados em 5,0 (tampéo acetato) e em 8,0 (tampéo fosfato). Vale salientar que
em pH 8,0 ainda ha predominancia das espécies catibnicas da GAL em meio
micelar (ver Figura 59).

Inicialmente avaliou-se o comportamento de retencdo das solucBes
padrBes de cada um dos analitos nas condi¢Ges cromatograficas escolhidas com o
intuito de se verificar a ordem de eluicdo dos mesmos, seguindo o mesmo
procedimento adotado para a fase mével pH 3,0. Na Figura 64 sdo mostrados 0s
cromatogramas resultantes das introduc@es das solucdes de cada um dos analitos
em fase movel micelar tamponada em pH 5,0 (Figura 64 A) e pH 8,0 (Figura 64
B). A composicdo da fase movel consistiu de solucdo tampédo apropriada contendo
50 mmol L™ de SDS, 0,5% de (Et)sN sendo esta misturada no cromatégrafo com
ACN de modo a manter a propor¢do 91/9% v/v. As outras condi¢des do

experimento sdo indicadas na legenda da Figura 64.
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Figura 64. Cromatogramas advindos da injecdo de solucdo de cada um dos padrbes de OD
(4,5 x 10° mol L"), NOx (9 x 10° mol L™), GAL (4 x 10° mol L), ND (9,6 x 10° mol L™) e EP
(4,7 x 10®° mol L™) em (A) fase mével tamponada em pH 5,0 (tampéo acetato; 10 mmol L™) e em
(B) fase mével tamponada em pH 8,0 (tamp#o fosfato; 10 mmol L™). Fase mével micelar contendo
SDS (50 mmol L™, (Et)sN (0,5%)/ACN (91/9% v/v). Volume de amostra de 40 ulL; vazao de fase
mével de 1,0 mL min™; temperatura da coluna de 25°C; deteccéo em 285/334 nm (OD), 285/320
nm (NOXx), 285/330 nm (GAL), 285/334 nm (ND) e 285/334 nm (EP).

A primeira diferenca a ser observada com a elevacdo do pH da fase movel
foi a inversdo na ordem de eluicdo dos analitos OD e NOx, com 0 menor tempo de
retencdo para o NOx. Assim, a ordem de elui¢do dos analitos com fase mével com
valor de pH tanto em 5,0 quanto em 8,0 foi: NOx; OD; GAL; ND e EP. O
resultado permite ainda prever que os picos do ND e do EP se sobreporiam
parcialmente nas condi¢cbes em questdo ndo importando o valor do pH. No
entanto, observa-se uma maior diferenca entre os tempos de retencdo da GAL e do
ND e EP, abrindo a possibilidade de que um ajuste minimo possa permitir a
acomodacdo dos trés picos em condicdo de resolucdo adequada para a
determinacéo seletiva.

Como verificado anteriormente, o tempo de retencdo do metabdlito ND
varia significativamente em funcdo da porcentagem de ACN na fase mdvel.
Assim, fez se necessario o ajuste da proporc¢do desse modificador quimico entre 5

e 20% a fim de avaliar o efeito na separacdo dos picos dos analitos GAL, ND e
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EP, nas fases mdveis com os respectivos valores de pH de 3,0; 50 e 8,0. O
comportamento de retencdo do ND em funcéo da porcentagem de ACN nas fases
moveis de pH 5,0 e pH 8,0 foi bastante similar ao observado para a fase mével
micelar de pH 3,0. Porém, a qualidade da separacdo entre a GAL e seus
metabdlitos ND e EP foi diferente. Para fase movel de pH 8,0, o melhor resultado
foi obtido com a porcentagem de ACN de 12%, contudo, a sobreposi¢édo dos picos
ND e EP ainda foi significativa. Para a fase movel de pH 5,0, o melhor resultado
foi conseguido com 9% de ACN, igual ao que foi observado com fase movel
tamponada em pH 3,0. Esses trés cromatogramas, 0S que promoveram 0S
melhores resultados de separacdo da GAL e seus metabdlitos em cada um das

diferentes condicdes de pH, sdo mostrados na Figura 65.

GAL

Simal

Figura 65. Cromatogramas da mistura contendo OD (4,5 x 10”° mol L), NOx (9 x 10° mol L™),
GAL (4 x 10° mol L), ND (9,6 x 10° mol L™) e EP (4,7 x 10°° mol L™) usando: (A) fase movel
micelar com pH 3,0 (tamp&o acetato 10 mmol L™) com 9% de ACN (B) fase mével micelar com
pH 5,0 (tamp&o acetatol0 mmol L™) com 9% de ACN e (C) fase movel micelar com pH 8,0
(tampdo fosfato 10 mmol L™) com 12% de ACN. As fases méveis continham SDS (50 mmol L™) e
(Et)sN (0,5%). Volume de amostra de 40 uL; vazdo de fase mével de 1,0 mL min™; temperatura da
coluna de 25°C; detecgdo em 285/330 nm.

Os resultados do experimento mostraram também que o tempo total da
corrida cromatografica decresceu em fungdo do aumento do valor do pH da fase
movel micelar, diminuindo de aproximadamente 15 min em pH 3,0 para 12 min
em pH 8,0, ou seja, uma reducdo significativa de 20%. Em contrapartida, o
aumento do pH da fase movel resultou na piora da resolucéo da separacédo entre 0s
picos ND e EP.

O NOx foi o0 analito que sofreu a maior variagdo do tempo de retencéo

com o aumento do pH, sendo este eluido em 10 min na fase moével com pH 3,0,
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em 6 min na fase mével com pH 5,0 e em menos de 1,5 min na fase mével com
pH 8,0. Com o aumento do pH da fase mével para 8,0 provavelmente a forma
com carga negativa do metabolito NOx é a predominante, sendo eluida
juntamente com o volume morto. Nesta condicao este analito foi repelido pelas
cargas negativas da superficie da micela de SDS da fase mdvel, e pelas cargas
negativas da fase estaciondria modificada alterando o seu comportamento de
retencdo de binding para nobinding. Os demais analitos ndo tiveram seus tempos
de retencdo alterados significativamente em funcédo da elevacéo do valor do pH da
fase movel.

A relacdo entre as intensidades do pico adjacente ao metabdlito OD e o
préprio pico do OD permaneceu a mesma nos resultados obtidos para as fases
moveis em pH 3,0 e 5,0, porém em fase movel pH 8,0 ndo foi observado a
presenga do pico adjacente ao OD. O sinal fluorescente dos analitos sofreu uma
diminuicdo em fase movel pH 8,0, em até 60% para OD, em relacdo aos
resultados obtidos nas fases mdveis pH 3,0 e 5,0. Com o aumento do pH da fase
movel para 8,0 provavelmente a espécie neutra foi a predominante nesse pH e a
fluorescéncia dos analitos foi desfavorecida. Nesse contexto, a auséncia do
pequeno pico adjacente ao OD pode ser justificada pela diminuicdo do sinal
fluorescente nesse pH e, portanto, deve ser resultado de uma impureza presente no
padrdo de OD. A possibilidade de ser proveniente da especiacdo do metabolito
pode ser descartada, uma vez que a relacdo entre o0s picos, em questdo,
permaneceu a mesma em pH 3,0 e 5,0.

Em consequéncia dos resultados, o uso da fase mével com pH 8,0 para o
método foi descartado. As fases mdveis tamponadas em pH 3,0 e em pH 5,0
resultaram ser promissoras para promover a separacao dos picos da GAL, ND e
EP, porém a fase movel em pH 5,0 foi a que promoveu o0 menor tempo total de
corrida. Desta forma, se deu continuidade ao processo de ajuste das condicdes do
método com fase a mdvel micelar tamponada com acetato em pH 5,0 e proporcéao
de ACN de 9%.
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5.1.5
Estudo da influéncia da concentragdo do surfactante

Para avaliar o efeito da variacdo da concentracdo de SDS na fase madvel
micelar na resolugdo dos picos cromatograficos e no tempo total de corrida, as
concentragfes de SDS foram testadas em dois niveis acima da CMC (40 e 100
mmol L. Esses dois niveis de concentracdes de SDS foram inicialmente testados
com fase maovel contendo 9% de ACN, de modo a se ter a compara¢cdo com 0S
resultados ja mostrados com a fase mével micelar contendo 50 mmol L™ de SDS.
Porém, os resultados em termos de separacao dos picos GAL, ND e EP nédo foram
satisfatorios e piores que os obtidos para 50 mmol L™ de SDS e 9% de ACN.
Nessa proporcdo de ACN a fase de mével contendo 40 mmol L™ de SDS produziu
uma reducédo da resolucdo para o par ND/GAL (Rs = 1,3) em 40% comparado a
resolucio obtida para esse par quando se utiliza 50 mmol L™ de SDS e 9% de
ACN. Em fase mével contendo 100 mmol L™ de SDS e 9% de ACN o par ND/EP
foi co-eluido. Como descrito, pequenas variagdes na porcentagem de ACN afetam
significantemente a separacéo entre os picos dos analitos GAL, ND e EP. Dessa
forma, fez-se o ajuste da porcentagem de ACN (de 5 a 20%) nas fases maoveis
contendo 40 e 100 mmol L™ de SDS.

Para a fase movel contendo 40 mmol L™ de SDS, a porcentagem de ACN
que reproduziu o melhor resultado foi 10%, enquanto que para a fase movel
contendo 100 mmol L™ de SDS o melhor resultado foi com 15% de ACN. Para
fins de comparacao, na Figura 66 sdo mostrados 0s cromatogramas resultantes da
variacdo da concentracdo do surfactante aniénico SDS na fase movel contendo a
proporcdo de ACN especifica que produziu melhor resultado para cada caso, ou
seja, 10% na fase movel com 40 mmol L™ de SDS, 9% na fase mével com 50
mmol L™ e 15% na fase mével com 100 mmol L™ de SDS.
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Figura 66. Cromatogramas da mistura contendo OD (4,5 x 10™° mol L™), NOx (9 x 10”° mol L™),
GAL (4 x 10° mol L), ND (9,6 x 10 mol L™) e EP (4,7 x 10° mol L™) variando a concentragio
de SDS e proporcéo de ACN na fase mével: 40 mmol L™ de SDS e 10% ACN (A) 50 mmol L™ de
SDS e 9% ACN (B) e 100 mmol L™ de SDS e 15% ACN (C). Composicéo da fase mével micelar:
solucéo tampéo acetato (10 mmol L™; pH 5,0) contendo SDS e (Et)sN (0,5%)/ACN (v/v). Volume
de amostra de 40 pL; vazdo de fase moével de 1,0 mL min™; temperatura da coluna de 25°C;
deteccdo em 285/330 nm.

De acordo com os cromatogramas obtidos (Figura 66) pode se observar
que a variacdo da concentracdo do surfactante alterou a resolucéo entre os picos,
os tempos de retencdo e também o tempo total de corrida, considerando a eluicéo
do analito mais retido, que variou de 18 (para 40 mmol L™ de SDS) para 9 min
(para 100 mmol L™ de SDS). Como era de se esperar, todos os analitos presentes
na solucdo introduzida no sistema cromatografico tiveram seus tempos de
retencdo reduzidos em funcdo do aumento da concentracdo de SDS. Indicando
gue a GAL e seus quatro metabdlitos possuem comportamento binding em pH
5,0, ou seja, interagem mais efetivamente com as micelas de SDS na fase mdvel
do que com a fase estacionaria modificada pelos mondémeros do SDS. A variacdo
da concentracdo de SDS altera o numero de micelas na fase moével, porém a
estrutura modificada da fase estacionaria pelos monémeros permanece inalterada,
0 que acarreta em um desequilibrio da interacdo micela-analito-fase estacionaria
modificada. O aumento do nimero de micelas na fase movel favorece uma maior
interacdo analito-micela, diminuindo a interacdo analito-fase estacionaria
modificada. Assim, o tempo de retencdo da GAL e metaboltios diminuiram, j& que
as micelas percolam pela coluna na fase mdvel carreando os analitos.

Em relacéo a separacdo dos picos, com o0 aumento da concentracdo de SDS
de 50 (cromatograma 66 B) para 100 mmol L™ (cromatograma 66 C) foi possivel

observar uma piora na separacdo dos picos cromatogréficos da GAL e ND,
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resultando na coeluicdo parcial entre esses analitos. Os picos cromatogréficos dos
analitos GAL, ND e EP, nas fases méveis contendo 40 ou 50 mmol L™ de SDS
apresentaram-se separados, porém ndo em linha de base. Em funcdo do menor
tempo total de corrida, a concentragdo de 50 mmol L™ de SDS foi escolhida para

continuidade dos estudos.

5.1.6

Estudos com fase estacionaria com porosidade de 300 A

Como a separacdo entre os picos da GAL, ND e EP nédo foi de linha base,
um esforco adicional foi feito usando uma fase estaciondria com maior
porosidade, elevando de 120 para 300 A. Os poros sdo cavidades e/ou canais de
comunicagdo com a superficie da silica, cujos tamanhos tipicos desses em colunas
de cromatografia liquida comuns estdo entre 80 e 200 A. As colunas
cromatograficas com fase estacionaria de porosidade entre 300 e 1000 A séo
bastante utilizadas em MLC para evitar a exclusdo estérica das micelas, que
possuem diametro de 20 a 50 A, melhorando o desempenho da técnica, pois levam
a uma eluicdlo em menor tempo de retencdo dos solutos (Berthod e Garcia-
Alvarez-Coque, 2000; Ruiz-Angel et al., 2009). Segundo McCormick et al. (2000)
a fase estacionaria de maior porosidade aumenta a forca de eluicdo das fases
maoveis micelares compostas por todos os tipos de surfactante, revelando assim, o
real poder de eluicdo dessas fases. Apesar da mudanca da porosidade da fase
estacionaria para 300 A, os outros parametros cromatograficos estudados com a
fase estacionaria de 120 A foram mantidos (50 mmol L™ de SDS e 9% de ACN).

O cromatograma obtido a partir de uma solucdo dos padrdes de GAL e
seus metabolitos no sistema com fase estacionaria de porosidade igual a 300 A é
apresentado na Figura 67 juntamente com o obtido nas mesmas condi¢des com a
fase estacionaria de porosidade 120 A. Analisando os resultados foi possivel
constatar que a fase estacionaria de maior porosidade produziu picos
cromatograficos mais finos (maior eficiéncia) e diminuiu significativamente o
tempo total de corrida (que foi reduzido de 14 min para 8 min). A melhora do
perfil cromatografico pode ser explicada pelo aumento da forga de elui¢do da fase

movel micelar em consequéncia da diminuigdo da exclusdo das micelas nos poros
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das particulas de silica, onde se situam mais de 99% da fase ligada C18
(McCormick et al., 2000). Apesar da melhora no perfil cromatogréfico, os picos
correspondentes aos analitos GAL e ND ainda nédo se encontram bem resolvidos,
fazendo-se necessario um novo ajuste das condi¢des da fase movel visando obter

a melhor separacdo de analitos.

Ep

Smal
o
&
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Figura 67. Cromatogramas da mistura contendo OD (4,5 x 10 mol L), NOx (9 x 10®° mol L™),
GAL (4 x 10° mol L"), ND (9,6 x 10°® mol L") e EP (4,7 x 10®° mol L) usando colunas
cromatogréficas com fase estacionaria C18 com porosidade de A) 120 A e B) 300 A. Composicéo
da fase mével micelar: solucéo tampdo acetato (10 mmol L™; pH 5) contendo SDS (50 mmol L™) e
(Et)sN (0,5%)/ACN (91/9% v/v). Volume de amostra de 40 uL; vazdo de fase moével de 1,0 mL
min*; temperatura da coluna de 25°C; detecc&o em 285/330 nm.

Nos estudos com a coluna cromatografica de fase estacionaria de 120 A
pdde se concluir que a fase movel contendo concentracdo de SDS acima de 50
mmol L™ resultou em uma piora na qualidade da separacéo dos picos da GAL,
ND e EP. Assim, um experimento foi realizado com fase mdvel contendo
concentracdo de SDS igual a 25 mmol L™ nas mesmas condigdes experimentais
estabelecidas para 50 mmol L™. Na Figura 68 sdo mostrados os cromatogramas
resultantes da andlise de uma mistura de padrdes da GAL e seus quatro
metabdlitos em fases méveis com tamp&o acetato (10 mmol L™; pH 5,0) contendo
9% ACN e SDS nas concentracdes de 50 mmol L™ e 25 mmol L™.

Pelos cromatogramas verificou-se que o comportamento de retencdo dos
analitos em funcdo da variacdo da concentracdo de SDS segue a mesma tendéncia
ndo importando a porosidade da fase estacionaria testada, ou seja, 0s tempos de
retencdo da GAL e seus metabdlitos aumentaram na medida em que se diminuiu a

concentracdo de SDS na fase mdvel micelar. O aumento de tempo de corrida
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cromatografica, levando em consideracdo o analito mais retido foi de mais de
60%, passando de 8 min (50 mmol L™ de SDS) para 13 min (25 mmol L™ de
SDS).

NOx P
GAL
ND

oD

Sinal

0 2 4 6 g 10 12

Tempo de retencio (min)

Figura 68. Cromatogramas da mistura contendo OD (4,5 x 10 mol L), NOx (9 x 10®° mol L™),
GAL (4 x 10° mol L™, ND (9,6 x 10° mol L™) e EP (4,7 x 10®° mol L") em funcéo da
concentracdo de SDS na fase mével: 50 mmol L™ (A) e 25 mmol L™ (B). Composicdo da fase
mével micelar: solucdo tampdo acetato (10 mmol L™ pH 5,0) contendo SDS e (Et);N
(0,5%)/ACN (91/9% v/v). Volume de amostra de 40 pL; vazdo de fase mével de 1,0 mL min™;
temperatura da coluna de 25°C; deteccdo em 285/330 nm.

Com a fase mével contendo 25 mmol L™ de SDS (cromatograma B) houve
uma piora na resolucédo entre os picos dos analitos GAL e ND (Rs = 1,0), quando
comparado com a resolucdo de 1,7 obtida utilizando a fase mével de 50 mmol L™
de SDS (cromatograma 68 A). Apesar disso, os resultados com a fase contendo 25
mmol L™ de SDS (cromatograma 68 B) foram promissores, ja que o metabélito
EP ficou bem separado do ND (resolucdo de linha de base e com diferenca de
tempos de retencdo de 1,6 min). A maior separacdo entre os picos do ND e do EP,
aliado a melhor eficiéncia dos picos obtida com a coluna com porosidade de 300
A, possibilitaria que um ajuste de porcentagem de ACN pudesse vir a acomodar o
ND numa posicdo entra a GAL e o EP que implicasse separa¢do adequada. Assim,
a fase mével contando 25 mmol L™ de SDS foi adotada para o prosseguimento
com o trabalho usando a coluna com porosidade de 300 A.

Com o intuito de tentar aumentar a resolucéo dos analitos GAL, ND e EP,
a vazdo da fase movel foi diminuida de 1,0 mL min™ para 0,8 mL min™ o que
resultou nos cromatogramas apresentados na Figura 69. O ajuste melhorou a

separacdo entre os analitos GAL e ND (resolucdo aumentou de 1,0 para 1,6) e
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aumentou a distancia entre os picos dos analitos ND e EP. Desta forma, os testes

prosseguiram com a vazéo de 0,8 mL min™.

NO=

Sinal

o 25 5 75 10 125 15 175

Tempo de retencio (min)

Figura 69. Cromatogramas da mistura contendo OD (4,5 x 10 mol L), NOx (9 x 10®° mol L™),
GAL (4 x 10° mol L), ND (9,6 x 10° mol L™) e EP (4,7 x 10™ mol L) em funcéo da vazéo da
fase mével: A) 1,0 mL min™ e B) 0,8 mL min™. Composicéo da fase mével micelar: solucdo
tampao acetato (10 mmol L™; pH 5) contendo SDS (25 mmol L™) e (Et);N (0,5%)/ACN (91/9%
v/v). Volume de injecdo 40 uL; temperatura da coluna de 25°C; detecgdo em 285/330 nm.

Nessas condicdes de vazdo, foi testado um ajuste da porcentagem de ACN
na fase mével com pH 5,0 e contendo 25 mmol L™ de SDS. No experimento,
cinco niveis distintos de ACN foram avaliados: 9%; 5%; 3%; 2% e 1% (Figura
70). Como o esperado, em funcéo dos resultados com a coluna de 120 A, o tempo
de retencdo do pico cromatografico do ND, dentre os cinco analitos, foi 0 mais
afetado pela diminuicdo da porcentagem de ACN na fase mdvel,
consequentemente, houve uma gradativa diminui¢do na diferenca entre os tempos
de retencdo dos picos do ND e do EP. Vale salientar que a variacdo da
porcentagem de ACN ndo alterou significativamente o tempo total da corrida

cromatografica.
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Figura 70. Cromatogramas da mistura contendo OD (4,5 x 10 mol L), NOx (9 x 10®° mol L™),
GAL (4 x 10° mol L™), ND (9,6 x 10° mol L™ e EP (4,7 x 10° mol L™) em funcéo da
porcentagem de ACN na fase movel: 9% (A) e 5% (B), 3% (C), 2% (D) e 1% (E). Composicédo da
fase mével micelar: solugdo tampéo acetato (10 mmol L™; pH 5,0) contendo SDS (25 mmol L) e
(Et)sN (0,5%)/ACN (v/v). Volume de injecdo 40 pL; vazdo de fase mével de 0,8 mL min™;
temperatura da coluna de 25 °C; detecgdo em 285/330 nm.

No entanto, pode se observar que quanto menor a porcentagem de ACN na
fase mdvel, maior foi a formacdo de pico duplo para 0 NOx em fases com
percentagem de ACN abaixo de 2%. Tal comportamento ndo havia sido
observado em nenhuma outra etapa do estudo nos quais diferentes parametros
experimentais foram variados. A baixa porcentagem de solvente organico no
sistema cromatografico torna a transferéncia de massa nos equilibrios envolvidos
mais lenta, o que pode explicar perda de simetria de picos e formacdo de mais de
um méximo na distribuicdo das espécies huma mesma zona analitica. Para 0s
picos dos outros analitos, esse efeito da lenta transferéncia de massa néo provocou
deformacdes nem alargamentos significativos. Por outro lado, considerando a
separacdo entre os picos GAL, ND e EP, a fase mdvel contendo 1% de ACN
promoveu o melhor resultado com resolucgéo de 2,3 para o par GAL e ND e de 2,5
para o par ND e EP, praticamente separacgdes de linha base.

Com intuito de se encontrar um compromisso entre o melhor perfil
cromatogréafico do pico do analito NOx e a melhor separagéo entre 0s picos GAL,
ND e EP, a fase mdvel com 3% de ACN (cromatograma 70 C) foi escolhida. As
condi¢cdes promoveram a separacdo dos analitos em aproximadamente 17,5 min
(medido pelo tempo de retengéo do analito mais retido), com um gasto total de

solvente organico de 0,42 mL por corrida e uma concentracdo baixa de surfactante
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SDS (25 mmol L™). Todas as separacdes foram de linha base, com excessio para
0s picos GAL e ND, para a qual se alcancou resolucdo de 1,9, bastante adequada
para um sistema complexo como este. Os tempos de retencdo foram: NOx 5,6
min, OD 9,8 min, GAL 13,7 min, ND 14,6 min e EP 16,6 min.

Para fins comparativos, na Figura 71 sdo apresentados os cromatogramas
obtidos de uma solucdo dos padrdes de GAL e seus metabdlitos utilizando os
parametros cromatograficos escolhidos para a coluna de porosidade igual a 120 A
(cromatograma A - 50 mmol L™ de SDS e 9% de ACN) e para a coluna de
porosidade igual a 300 A (cromatograma B - 25 mmol L™ de SDS e 3% de ACN).
A coluna cromatografica de 300 A apresentou maior eficiéncia (picos mais finos)
e aumento de resolucdo de 16% para o par GAL/ ND (de 1,6 para 1,9) e de 70%
para 0 par ND/EP (de 1,1 para 3,7), considerados criticos. Levando em
consideracdo as melhorias apresentadas a coluna de porosidade de 300 A foi a
escolhida.

EP

ND

Sinal

Tempo de retenciio (mm)

Figura 71. Cromatogramas da mistura contendo OD (4,5 x 10” mol L"), NOx (9 x 10®° mol L%),
GAL (4 x 10° mol L™), ND (9,6 x 10 mol L™) e EP (4,7 x 10° mol L) variando a porosidade da
coluna cromatografica. A) 120 A. Composicéo da fase mével micelar: solugdo tamp&o acetato (10
mmol L™; pH 5) contendo SDS (25 mmol L™) e (Et)sN (0,5%)/ACN (91/9 v/v). Vazéo de fase
mével de 1,0 mL min*; B) 300 A. Composicdo da fase mével micelar: solucdo tamp&o acetato (10
mmol L™; pH 5) contendo SDS (25 mmol L™) e (Et)sN (0,5%)/ACN (97/3 v/v). Vazdo de fase
mével de 0,8 mL min™; Volume de amostra de 40 pL; temperatura da coluna de 25°C; deteccdo
em 285/330 nm.

Na Tabela 31 séo apresentadas as condi¢gdes cromatogréaficas escolhidas
para realizar a separacdo cromatografica da GAL e seus quatro metaboltios por

MLC com deteccdo fluorimétrica.
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Tabela 31: Composicdo da fase mdvel otimizada e parametros cromatograficos.

Parametros

Condigdes otimizadas

Coluna cromatogréafica

Composicdo da fase movel

micelar

Zorbax 300 Extend C18
4,6 x150 mm, dp 5um e porosidade de 300 A
Solugdo tamponada com acetato de sodio:&cido acético
(10 mmol L) ajustado para pH 5,0 contendo SDS (25 mmol

L™ e 0,5 % (Et)sN
Modificador orgéanico
B ACN (3%)
(proporcéo em volume)
Eluicdo Isocrética
Vazdo (mL min™) 0,8
Temperatura da coluna (°C) 25
Volume de injecdo (pL) 40
Tempo total da corrida (min) 17,5
NOx 5,6
Tempo de oD 9,8
retencdo (min) GAL 13,7
ND 14,6
EP 16,6
VVolume de injecdo (uL) 40
Aexclem (NM) 285/330

Detec¢do

Fluorimétrica

5.2

Validacdo do método

O método de determinacdo de GAL e metabolitos por MLC com deteccao

fluorimétrica foi validado por meio da obtencdo dos seguintes parametros

analiticos de mérito: LOD, LOQ), curva analitica, faixa de trabalho, repetibilidade,

precisdo intermediaria, exatiddo (recuperacdo). Todas as avaliacbes seguiram,

dentro do que foi considerado adequado, as orienta¢cdes do documento normativo
DOQ-CGCRE-008 do INMETRO (2010) e Manual da Garantia do Ministerio da

Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2011). Adicionalmente foram

realizados estudos de interferéncia, comparacdo de desempenho entre métodos

analiticos na determinacdo da GAL e o célculo das incertezas associadas a

quantificacdo da GAL e seus quatro metabolitos.
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5.2.1
Parametros analiticos de mérito para a quantificacdo da galantamina

e seus metabolitos

Os valores de LOD e de LOQ, em ng g, foram determinados seguindo o
critério definido no Capitulo 2, sendo os valores absolutos ALOD e ALOQ, em
ng, calculados considerando a massa molar de cada analito, o volume de solucgéo
introduzido no sistema cromatografico (40 uL) e os valores de LOD ou LOQ.

Um estudo metrologico de quantificacdo da GAL e dos metabdlitos foi
realizado utilizando uma curva analitica construida a partir da relacdo entre a
massa introduzida de analito, em ng, e a area do pico correspondente ao respectivo
analito. Para a construcdo da curva analitica, foram preparadas cinco solugdes, em
réplicas auténticas, dos padrdes de GAL e seus metabdlitos, nas concentracdes:
1,58 pg mL™ de NOx; 3,55 ug mL™ de OD; 1,21 ug mL™ de GAL; 1,23 pg mL™
de ND e 0,8 ng mL™ de EP. Os volumes introduzidos dessas solucdes variaram de
5a 100 pL, totalizando nove pontos (M1 a M9). O primeiro ponto de cada curva
(M1) foi equivalente ao valor de ALOQ (valor expresso em ng) para cada analito.
Os volumes de 5, 50 e 100 pL foram introduzidos em cinco réplicas, a fim de se
determinar a repetibilidade. As solucdes utilizadas na construgdo da curva
analitica e estudo da repetibilidade foram preparadas no dia da analise. Essas
mesmas solucdes foram armazenadas ao abrigo da luz e utilizadas no dia seguinte
(24 h) para a avaliagdo da precisdo intermediaria. Na Tabela 32 s&o apresentados
os valores de massa determinadas para cada analito, correspondente a um

respectivo volume de introduzidos de solucao.
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Tabela 32: Valores de massa (ng) utilizados na construcéo da curva analitica a partir da introdugdo
de volumes entre 5 e 100 pL de solugéo padréo®.

Volume de Massa injetada (ng)

injecdo (uL) NOx OD GAL ND EP
5 M1 7,9 17,8 6,0 6,2 4,0
7 M2 11,1 24,9 8,5 8,6 5,6
10 M3 15,8 35,6 12,1 12,3 8,0
20 M4 31,6 71,3 24,1 24,7 16,0
30 M5 47,4 106,9 36,2 37,0 24,0
40 M6 63,2 1425 48,3 49,3 32,0
50 M7 79,0 178,1 60,3 61,6 40,0
80 M8 126,5 285,0 96,5 98,6 64,1
100 M9 158,1 356,3 120,7 1233 80,1

INOx (1,58 ug mL?); OD (3,55 ug mL™); GAL (1,21 pg mL™); ND (1,23 ug mL™) e EP (0,8 ug mL™).

O tratamento dos dados das curvas foi realizado pelo método dos minimos
quadrados com regressao linear simples de forma a se obter as equacdes de reta e
os valores de R?. O R? ajustado mostrou um bom comportamento linear para GAL
e para 0s seus quatro metabdlitos. A regressao linear foi calculada com todos os
valores das réplicas para nao haver diminuicdo de graus de liberdade. Para a
avaliacdo da linearidade do modelo e a adequacéo da regressdo foram calculados
os residuos pela diferenca entre a area calculada pela equagdo da curva e a area
experimental obtida por meio da integracdo dos picos cromatograficos.

Na Figura 72, Figura 73, Figura 74, Figura 75 e na Figura 76, sdo
apresentadas as curvas analiticas e seus respectivos graficos de residuos
padronizados (razdo do valor do residuo pelo erro puro) em funcdo da massa

introduzida para cada um dos analitos.
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Figura 72. Curva analitica (A) e grafico de residuos padronizados (B) para o metabdlito NOx.

A
60 -
50 -
— 40 7
g
© 30 -
<
20 -
10 4
0 T T T T T )
0,0 60,0 120,0 180,0 240,0 300,0 360,0
Massa injetada (ng)
B
3 -
o
S 2
5 . . .
c i
ft 1 " 'Y ¢ * *
5 $ $
g 0 L 4 T T T T T |
. . g
3 100 60,0 120,0 1%0,0 240,0 4300,0 360,0
3 *
3

Figura 73. Curva anal

Massa injetada (ng)

ftica (A) e grafico de residuos padronizados (B) para o metab6lito OD.
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Figura 74. Curva analitica (A) e gréafico de residuos padronizados (B) para a GAL.
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Figura 75. Curva analitica (A) e grafico de residuos padronizados (B) para o metabolito ND.

Massa injetada (ng)

234


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1012263/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 1012263/CA

235

A
200 -
150 -
©
2
< 100 -
2
<
50
0 T T T T T 1
0,0 15,0 30,0 450 60,0 75,0 90,0
Massa injetada (ng)
3 - B
(%]
S
s 27
N
: }
-c?s 0 4 L 3 3 ¢ ‘
o £ 3 "¢ T T : T 1
§ -1 Q0 15,0 30,0 45,0 60,0 75,0 90,0
k=]
34 $

Massa injetada (ng)

Figura 76. Curva analitica (A) e gréafico de residuos padronizados (B) para o metabdlito EP.

Em todos os casos houve distribuicdo aleatoria de residuos, indicando a
homocedasticidade das variancias e a distribuicdo dos grupos de variancia ao
longo do eixo principal, indicando a linearidade da resposta analitica. A
significancia da diferenca entre os valores das areas calculadas e as experimentais
foi determinada utilizando a estatistica ANOVA (teste-F). Na Tabela 33 sdo
mostradas as equacdes da reta para as cinco curvas analiticas, os valores de R?
ajustados correspondentes e a faixa de trabalho para todos os analitos estudados.

Comparando as equac@es, observa-se que a curva para EP possui a maior
inclinacdo (maior sensibilidade) enquanto que a curva do OD produziu a menor
sensibilidade de resposta. A diferenca entre essas duas inclinagbes é maior que 15
vezes. O coeficiente de correlacio e o R? ajustado para todos os analitos foram
maiores que 0,99. A faixa de LOD para os analitos ficou entre 73,4 a 342,9 ng g,
enquanto que para LOQ, a faixa variou de 102,3 a 475,1 ng g, sendo 0s menores
valores atribuidos ao metabolito EP e os maiores ao metaboltio OD.

O célculo de repetibilidade e da precisdo intermediaria foram feitos
utilizando a estatistica ANOVA, e os resultados indicaram que ha uma
homogeneidade nas variancias dentro dos grupos (repetibilidade) e entre os

grupos (precisdo intermediaria) para todos os analitos por MLC.
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Todos os valores de repetibilidade e de precisdo intermediaria foram
menores do que 4%, o que mostrou qualidade da resposta produzida pelo método.
Os valores de precisdo intermediaria obtidos foram menores que 0s encontrados
para a repetibilidade, o que indica que o preparo das réplicas auténticas resultou
em maiores desvios do que a introducdo de analitos em dias consecutivos. Tal
resultado aponta para a estabilidade das solu¢bes de GAL e metabdlitos dentro do

periodo da realizacéo do teste.
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Tabela 33. Parametros de analiticos de mérito para as curvas analiticas da GAL e seus metabélitos principais — NOx, OD, GAL, ND e EP.

Pardmetros de Mérito NOx oD GAL ND EP
LOD (ng g 131,9 342,9 92,5 100,7 73,4
ALOD (ng) 53 12,4 3,7 3,8 2,8
LOQ (ng g™ 194,0 475,1 147,5 160,1 102,3
ALOQ (ng) 7.8 17,1 59 6,1 3,9

Curva analitica y=(0,259+0,001) x+ y=(0,142+0,001)x+ y=(1,474+0,003)x+ y=(1,27+0,01)x—-  y=(2,347+0,008) x -

(sensibilidade em ng™) (0,5+0,1) (05+£0,1) (25+0,2) (0,2+0,6) (0,1+£0,4)

R2? ajustado 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99
Faixa de trabalho (ng) 7,9-158,1 17,8 — 356,3 6,0 —120,7 6,2 1233 4,0-80,1
M1 4,0 3,0 0,1 2,0 1,0
Repetibilidade
M7 1,0 2,0 0,2 2,0 1,0
(%)
M9 1,0 1,0 0,3 2,0 0,3
Precisdo M1 2,0 1,8 0,09 1,7 0,7

intermediaria M7 0,2 1,0 0,1 2,0 0,4

(%) M9 0,3 0,3 0,1 1,8 0,03

M1: NOx (7,9 ng); OD (17,81 ng); GAL (6,03 ng); ND (6,16 ng) e EP (4,0 ng).

M7: NOx (79,04 ng); OD (178,1 ng); GAL (60,3 ng); ND (61,64 ng) e EP (40,0 ng).
M9: NOx (158,08 ng); OD (356,29 ng); GAL (120,7 ng); ND (123,29 ng); EP (80,1 ng).
Cinco réplicas auténticas para cada ponto da curva.
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5.2.2

Estimativa das incertezas associadas ao método

Para o estudo das incertezas combinadas e expandidas do método proposto, 0s
principais componentes que contribuem para o calculo de uc e U na medicao real da
massa da GAL e de seus quatro metabolitos sdo: (i) coeficientes da curva analitica,
Ucurva (i) repetibilidade, u, (iii) preciséo intermediaria, up; e (iv) preparo das solucoes,
a partir da pesagem das massas dos padroes dos analitos, usy € (V) massa injetada, Up;.

O calculo da estimativa da incerteza associada aos coeficientes da curva
analitica foi realizado com nove pontos A partir da relacdo linear entre as massas
injetadas e suas respectivas areas foram calculados os coeficientes angular (m) e o
linear (b) e suas respectivas incertezas, um € Uy,. A partir desses dados, foi possivel
calcular a incerteza associada a curva analitica (Equacdo 45). Os valores calculados
de Um, Up € Ucurva S0 apresentados na Tabela 5. A incerteza associada aos parametros
da curva analitica para o metabdlito OD (1,1 ng) resultou em maior incerteza,
enquanto que a Ugya para GAL resultou em menor incerteza, 0,2 ng.

O célculo da incerteza associada a repetibilidade e a precisdo intermediaria foi
feito em trés niveis de massa injetada, inicio, meio e fim da curva analitica, M1, M7 e
M9, respectivamente. Foram preparadas cinco réplicas auténticas de cada uma dessas
concentracOes e calculado o desvio padréo relacionado a repetibilidade (s;) para n =
5. Estas mesmas solucBGes foram injetadas em dias consecutivos para o célculo da
precisdo intermediaria (Sp) para n = 5. Na Tabela 5 sdo mostrados os valores de
incerteza associada a repetibilidade e a precisdo intermediaria, em ng, para os niveis
de concentracdo citados. Todas as incertezas associadas a repetibilidade ficaram
abaixo de 4%, comparadas com o valor nominal.

Os desvios em relacédo a repetibilidade foram maiores do que os obtidos para a
precisdo intermediaria. Esse fato pode ser explicado pelo preparo das solu¢fes em
réplicas auténticas que agrega um desvio maior a medi¢do comparado com o preparo
de uma Unica solugdo injetada n vezes. Para a precisdo intermedidria se considera o

desvio obtido nas medi¢des de uma mesma solucdo, porém em tempos diferentes (24
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h). As fontes que contribuem para a incerteza do resultado final sdo: a variagédo
instrumental entre dias e a estabilidade da solucéo.

A curva analitica foi construida a partir da relacdo entre a massa injetada
(massa estimada pelo volume injetado de solucdo) e a area do pico correspondente.
Desta forma, a incerteza da massa injetada (uni) deve ser considerada uma fonte de
incerteza significativa, principalmente, para o primeiro ponto da curva analitica (M1),
pois € a massa estimada pelo menor volume de inje¢cdo (Vinj = 5 pL). A massa
injetada (Minjetada), €M Ng, foi entdo calculada pela Equacdo 64, onde: Cinjetada € @
concentracdo dos analitos (ng mL™), e Vinjecao € 0 volume de solugéo introduzido no
cromatografo (mL). Vale lembrar que a Cinjetada € @ mesma em todos os pontos da

curva analitica para cada analito e 0 Vinjecao Variou ao longo da curva de 5 a 100 plL.

V.

m injecdo(mL) (64)

. . = X
injetada(ng) Cinjetada(ngml:l)

A incerteza da massa injetada (u, ) foi calculada (Equacdo 65) pela raiz
quadrada da soma da quadratica dos pardmetros utilizados para o calculo da massa
injetada, onde usy € a incerteza do preparo da solucéo e Uvinjeczo € @ incerteza do
volume de injecdo, estimado como o0 menor volume introduzido no cromatdgrafo (0,1
uL) divido por 2 (Uyinjegio = 0,05 pL). Desta forma, considerou-se que a Uyinjecao tem

uma incerteza de 50% da menor medida.

umi = \/((uszol/ciijetada) + (uvir?je(;ao/vir?jegao)) (65)

A incerteza do preparo da solucao, usy, € 0 mesmo valor para todas as massas
injetadas de cada um dos analitos, pois a curva analitica foi construida com diferentes
volumes de injecdo da mesma solugdo. Os valores de Uso, Upa € Usgi foram calculados
utilizando a Equacéo 57, a Equacéo 58 e a Equacgéo 59, respectivamente.

Os valores de up,; foram calculados para trés niveis de massa introduzida para
cada analito, contudo a sua contribuigéo para o calculo da u. ndo foi significativa para

nenhum dos niveis considerados. A contribuicdo da incerteza da massa introduzida no
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sistema cromatogréafico para o primeiro ponto, M1, que representa 0 menor valor de
volume, deveria agregar a maior incerteza combinada. Porém essa contribuicédo
representou valores menores que 5% para todos os analitos. Desta forma, a incerteza
da massa introduzida ndo foi considerada como fonte relevante para o célculo da u.

Com base nos resultados das incertezas associadas, estimou-se a incerteza
combinada (uc) pela Equacdo 60, usando as fontes relevantes de incerteza, sendo a
incerteza expandida (Ux=2. 95%,) calculada pela Equacéo 61.

O estudo da incerteza da medicéo é visualizado com maior clareza quando se
calcula o coeficiente de variacdo, em %. A maior incerteza associada a medicao de
concentracdo de analito foi para o primeiro nivel M1 dos metabolitos ND e NOX,
respectivamente, iguais a 11 e 7%. Os demais resultados apresentaram incertezas
inferiores a 7%, chegando a 0,3% no nivel M9 do EP. Na Tabela 34 s&o apresentadas
as quatro principais componentes de incerteza, as incertezas combinada e expandida

dos cinco analitos.
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Tabela 34. Incertezas combinadas e expandidas calculadas para as quatro fontes principais de incerteza
associadas a medicdo da concentracdo GAL e de seus metabdlitos.

Valores das incertezas

Fontes de Incertezas

NOx OD GAL ND EP
Un (X 10°°) 1,4 0,4 12,0 82,0 68,9
Curva analitica
up (x 109 1,0 13 4,6 34,0 12,2
(sensibilidade em ng™)
Ucurva 0,5 1,1 0,2 0,6 0,2
M1 0,3 0,7 2 0,1 0,06
ur (ng) M7 0,4 3,9 0,1 1,2 0,1
M9 1,2 2,7 0,4 2,9 0,3
M1 0,2 0,4 1,6 0,1 0,03
Upi (NQ) M7 0,2 1,7 0,03 1,0 0,06
M9 0,5 1,0 0,08 1,0 0,03
Utqi (@dimensional) (%) 15 (13) 5(11) 10 (9) 11 (10) 4 (11)
Usor (NQ) 0,4 0,2 0,2 0,2 0,1
M1 0,7 (9) 1,3(7) 0,3 (5) 0,7 (11) 0,2 (6)
Uc (ng)
¢ M7 0,8 (1) 4,4 (2) 0,3(0,5) 1,7 (3) 0,3(1)
(%)
M9 1,4 (1) 2,9 (1) 0,5 (0,4) 3,1 (3) 0,4 (0,4)
M1 1,4 2,6 0,7 13 0,4
U (=2 95%)
M7 1,6 8,8 0,6 3,4 0,6
(ng)
M9 2,8 5,8 1,0 6,2 0,8

M1: NOx (7,9 ng); OD (17,81 ng); GAL (6,03 ng); ND (6,16 ng) e EP (4,0 ng).
M7: NOx (79,04 ng); OD (178,1 ng); GAL (60,3 ng); ND (61,64 ng) e EP (40,0 ng).
M9: NOx (158,08 ng); OD (356,29 ng); GAL (120,7 ng); ND (123,29 ng); EP (80,1 ng).

Na Figura 77, Figura 78, Figura 79, Figura 80 e Figura 81 sdo mostradas as
contribuicdes das quatro fontes de incertezas, identificadas no diagrama de causa e
efeito apresentado no Capitulo 2, para cada um dos cinco analitos estudados, nos trés

valores de massa, M1, M7 e M9.
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Figura 77. Contribuicéo relativa das fontes de incertezas da medigdo em trés niveis de concentragdo do

NOx por MLC: M1 (A), M7 (B) e M9 (C). Componentes da incerteza: Ucna (Curva analitica), U
(preparo da solugéo), u,; (precisdo intermediaria) e u, (repetibilidade).
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Figura 78. Contribuicao relativa das fontes de incertezas da medigdo em trés niveis de concentragdo do
OD por MLC: M1 (A), M7 (B) e M9 (C). Componentes da incerteza: Ucna (Curva analitica), ug,
(preparo da solugéo), up; (precisdo intermediaria) e u, (repetibilidade).
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Figura 79. Contribuicdo relativa das fontes de incertezas da medi¢do em trés niveis de concentragdo do
GAL por MLC: M1 (A), M7 (B) e M9 (C). Componentes da incerteza: Ug,, (curva analitica), Ug
(preparo da solugéo), u,; (preciséo intermediaria) e u, (repetibilidade).
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Figura 80. Contribuicao relativa das fontes de incertezas da medigdo em trés niveis de concentracdo do
ND por MLC: M1 (A), M7 (B) e M9 (C). Componentes da incerteza: Ugna (Curva analitica), U
(preparo da solugéo), up; (precisdo intermediaria) e u, (repetibilidade).
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Figura 81. Contribuicéo relativa das fontes de incertezas da medi¢do em trés niveis de concentra¢do do
EP por MLC: M1 (A), M7 (B) e M9 (C). Componentes da incerteza: Ugna (Curva analitica), Us
(preparo da solugéo), u,; (preciséo intermediaria) e u, (repetibilidade).

Para todos os analitos, a contribuicdo da incerteza associada a curva analitica
foi a mais significativa no calculo da incerteza combinada referente ao primeiro
ponto, M1. Sendo o valor da ucra 0 Mesmo para todos 0s pontos ao longo da curva
analitica, espera-se que este valor agregara maior incerteza ao menor nivel de massa
introduzida (M1). A contribuicdo da incerteza associada a massa em M1 ndo foi
significativa para nenhum dos metabdlitos e nem para GAL. O valor da incerteza
associada ao preparo da solugdo, Us, teve também uma contribuicdo significativa
para GAL e os metabolitos NOx e EP.

A incerteza combinada, u;, para o nivel M7 sofreu maior influéncia da
incerteza da repetibilidade para todos analitos, exceto para EP que teve maior
contribuicdo da Ucra € Us. Para a GAL, tanto a Ucra quanto a Usy tambeém
contribuem significativamente para a u. deste analito.

Para o maior nivel de massa de analito introduzido no sistema cromatogréafico

(M9), a u teve como maior contribuigdo a repetibilidade, u,, no caso de todos os
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analitos. Isso pode ser explicado em funcdo do volume introduzido de amostra (100
uL) na coluna cromatografica ser o maximo permitido pelo equipamento e,
consequentemente, a base do pico sofre um maior alargamento, contribuindo assim,
para uma maior variabilidade na medida da area sob o pico cromatogréafico. Ainda
assim, a repetibilidade ndo ultrapassou 2% (Tabela 33) e a u. ficou entre 3 e 0,4%
(Tabela 34), dependendo do analito, para esse nivel de massa de analito.

Com base nos parametros analiticos de mérito e incertezas associadas pode-se
dizer que o método de calibragdo por ajuste de massa introduzida de analito resulta
em modelos de comportamento linear (haja vista a menor faixa de trabalho obtida
nessa abordagem). Os resultados sdo precisos sendo uma boa alternativa ao método
tradicional de construcdo da curva analitica, a partir de introducdo de volumes iguais
de solucgoes de diferentes concentrages, utilizado no capitulo das B-carbolinas.

A maior vantagem inerente a0 método por ajuste de massa injetada € o
namero minimo de solugcdes que o analista deve preparar comparado com o método
tradicional. No trabalho das B-carbolinas foram preparadas 27 solugdes (réplicas
auténticas) para a avaliagdo dos pardmetros de mérito e incertezas contra cinco (5)
réplicas para 0 método por ajuste de massa de analito introduzida durante a validacéo
do método proposto para GAL e seus metabdlitos. A determinacdo dos limites de
deteccdo e de quantificacdo utilizando o método por ajuste de massa introduzida de
analito é bem mais simples, pois a busca pela menor area detectada pelo método
proposto € determinada pela introducdo de volumes cada vez menores da mesma
solucdo até atingir o menor pico possivel de integracdo pelo software do
cromatdgrafo. Os valores de LOD e o LOQ sdo obtidos diretamente em valores
absolutos, em massa injetada. Para 0 método que usa a introducao de volumes iguais
de solucdes, ha a necessidade de preparo de solu¢cBes com concentragdes cada vez
menores, ja que o volume de injecdo € constante. A desvantagem do método por
ajuste de massa é a extensdo da faixa de trabalho, que fica dependente da extensdo do

volume introducéo da solucéo de padrao.
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5.2.3

Teste de interferéncia

A seletividade do método proposto foi avaliada especificamente para a GAL e
os dois metabolitos ND e EP, variando-se a proporcdo entre estes analitos nas
misturas até que ndo fosse mais possivel determinar um analito na presenca de outro.
Como o par de metabolitos NOx/OD possui uma diferenca de tempos de retencéo de
4 min e o par de analitos OD/GAL possui uma diferenca de 3 min, as interferéncias
muUtuas em relacdo a esses pares nao foram consideradas no estudo em funcdo da
pouca probabilidade de ocorrerem interferéncias nas condicdes de trabalho
escolhidas.

Esse estudo seguiu 0 mesmo procedimento adotado para o teste de
interferentes para as pB-carbolinas, com a avaliacdo de misturas contendo proporgoes
diferentes das espécies GAL, ND e EP. Na Tabela 35 sdo apresentados os valores de
massa dos trés analitos introduzida no sistema cromatogréafico, cobrindo a faixa linear
de resposta de cada um deles (sendo a concentragdo mais baixa o valor do ALOQ de
cada um), definindo assim a matriz das misturas usadas no estudo de forma a se ter

uma miriade de combinacdes entre as massas injetadas.

Tabela 35. Valores de massa introduzida no sistema cromatografico (a partir de 40 uL de solucdo) da
GAL, ND e EP utilizadas para a combinacao das soluc6es do teste de interferéncia.

GAL ND EP

6,0 6,2 39

12,1 12,3 11,4

Massa injetada 24,1 24,6 19,5
(ng) 48,3 49,2 34,5
96,6 98,4 69,0

120,7 123,0 80,1

As proporgdes dos analitos nas solugbes e a ordem de analise (definida

aleatoriamente) estdo apresentadas na Tabela 36. Cada solugdo foi analisada em
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triplicata (solucbes 1 a 24) seguindo a ordenacdo gerada pelo software Excel. Mais
quatro misturas (solugdes 25 a 28) foram adicionadas ao estudo, com combinacgdes de
concentracOes extremas, por se julgar necessério inclui-las nas possibilidades de
combinacdo do estudo. As propor¢des entre os pares dos analitos mais criticos,
aqueles com menor resolucdo (GAL/ND e ND/EP), foram escolhidas de modo a se
ter uma maior massa introduzida de um dos analito em rela¢do ao outro do par ou
uma relagdo com os menores e/ou maiores valores de massa introduzida de ambos 0s
analitos do par. As proporcdes, em massa, de analitos das solugdes para cada um
desses pares de analitos com menor resolucdo de separacéo sao indicadas na Tabela
36.

Cada solugé@o (1 a 28) desse estudo foi preparada a partir da diluicdo das
solucdes estoques dos analitos de concentragdo igual a 12,1 pg mL™ de GAL, 12,3 pg
mL™ de ND e 10,01 pg mL™ de EP. Para o preparo das solucdes foi calculado a
concentraco final, em ng mL™, de cada analito que correspondesse ao valor de massa

injetada para um volume de injecdo igual a 40 pL.
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Tabela 36. Relacdo da ordem de analise das misturas contendo GAL, ND e EP e indicacdo de massa
dos analitos introduzida no sistema cromatografico a partir de 40 uL das misturas e proporgdo entre as

massas introduzidas para os pares GAL:ND e ND:EP.

Numero das solugdes

Massa introduzida dos analitos, em ng

Razéo de massas introduzidas

GAL ND EP GAL:ND ND:EP
1 0,0 123,0 0,0 0:123,0 123,0:0
2 0,0 123,0 11,4 0:123,0 1:0,09
3 0,0 98,4 11,4 0:98,4 1:01
4 6,0 24,6 34,5 1:41 1:1,4
5 96,6 0,0 80,1 96,6:0 0:80,0
6 0,0 0,0 3,9 _ 0:3,9
7 0,0 6,2 19,5 0:6,2 1:3,2
8 48,3 0,0 3,9 48,3:0 0:3,9
9 48,3 24,6 0,0 1:.0,5 24,6:0
10 0,0 6,2 39 0:6,2 1:0,6
11 0,0 49,2 19,5 0:49,2 1:0,4
12 0,0 24,6 69,0 0:24,6 1:2,8
13 48,3 12,3 80,1 1:.0,3 1:6,5
14 0,0 6,2 80,1 0:6,2 1:13,0
15 120,7 12,3 69,0 1:.0,1 1:5,6
16 12,1 0,0 0,0 12,1:0 _
17 12,1 98,4 0,0 1:8,2 98,4:0
18 96,6 12,3 19,5 1:.0,1 1:1,6
19 120,7 0,0 69,0 120,6:0 0:69,0
20 12,1 49,2 11,4 1:41 1:0,2
21 6,0 98,4 0,0 1:16,3 98,4:0
22 96,6 0,00 345 96,6:0 0:34,5
23 6,0 123,0 34,5 1:20,4 1:0,3
24 120,7 49,2 0,0 1:.0,4 49,2:0
25 120,7 6,2 0,0 1:0,05 6,2:0
26 120,7 123,0 80,1 1:1,0 1:0,6
27 6,0 6,2 39 1:1,0 1:0,6
28 0,0 123,0 39 0:123,0 1:0,03
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O calculo de massa determinada dos analitos, em ng, foi feito utilizando as
equac0es das curvas analiticas, sendo as recuperagdes calculadas em funcdo da massa
introduzida no sistema cromatografico. As recuperagdes que ficaram entre 80 e 120%
foram consideradas satisfatdrias considerando o nivel de concentragdo destes na
mistura (MAPA, 2011) e os resultados relativos aos pares GAL/ND e ND/EP
encontram-se na Figura 82. No grafico, as linhas pontilhadas representam o limite
inferior de 80% e o limite superior de 120% de recuperagdo e 0s pontos representam
os valores das recuperagdes percentuais obtidas para os analitos. Os valores das
recuperacdes que ficaram situadas fora da faixa delimitada pelas linhas pontilhadas
representam situaces nas quais ndo se pode quantificar um ou até mesmo os dois
analitos na mistura com a confianca estabelecida para o teste. Isso ocorreu quando a
presenca de um analito em uma mistura, num nivel de massa especifico, interfere na
medida da area sob o pico cromatografico do outro analito, causando uma
interferéncia positiva (acima de 120%) ou negativa (abaixo de 80%) na quantificacdo
deste analito. Na Figura 82 podem ser observadas as recuperacdes alcancadas para o
par GAL/ND e para o par ND/EP nas 28 misturas testadas, levando-se em
consideracdo as proporc¢des entre GAL:ND e ND:EP.

|—— 8% —— 1206 W GAL O ND ® EP
= o
g 10
S o
S 140
o —_—— e e e — e e e — e —— s — Ll -
. ) . ]
q5'3'100 Os ® g o o 0o g n DO'U' -'.Uﬂ. m e O
& | = —— - — = A e L 2 O __E__.
14

0 1 2 3 45 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

NUmero da solugéo

Figura 82. Recuperacdes obtidas para o par de analitos (®) GAL/(C0) ND e (1) ND/(e) EP. Linhas
pontilhadas (----): limite inferior de 80% e limite superior de 120%.

A diferencga entre os tempos de retencdo do par GAL/ND, nas condigdes
experimentais escolhidas, foi igual a 1,7 min e a diferenga para o par ND/EP foi de

2,0 min. Sendo o par de GAL/ND, o de menor resolugéo do estudo, esperava-se uma
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faixa mais restrita de proporcdo de massa introduzida para a qual ndo se observaria
interferéncia na quantificacdo dos mesmaos.

A recuperacdo para GAL na solugdo 26 (propor¢do GAL:ND igual a 1:1,0)
ficou acima do limite superior de 120%, enquanto a recuperacao para 0 metabdlito
ND ficou abaixo do limite inferior de 80%. Essa solucéo possui a maior relacdo entre
as massas injetadas para GAL (120,7 ng) e ND (123,0 ng) dentro da faixa linear
estabelecida (Tabela 6). Pode se concluir que os resultados ndo satisfatorios da
solugdo 26 para o par GAL/ND advém da elevada concentragdo dos analitos, o que
acarreta em uma maior largura dos picos e, consequentemente, uma maior
interferéncia na medida da integracéo das areas. E interessante notar que a solugéo 27
possui a mesma razdo das massas injetadas para o par GAL/ND, mas suas
recuperacOes foram satisfatorias, ficando dentro do limite de confianca estabelecido,
pois nessa solucdo se tinha a menor relacdo entre as massas introduzidas de GAL (6,0
ng) e de ND (6,2 ng), resultando em picos com maior eficiéncia e, portanto, mais
resolvidos. Desta forma, a integracdo das areas ndo sofre interferéncia mutua
significativa. Conforme discutido, a razéo limite de quantificacdo deve ser analisada
juntamente com a magnitude da massa introduzida dos analitos presentes na mistura,
pois a interferéncia de um analito sobre o outro pode ser diferente em proporcdes
iguais.

Além da solugdo 26, as solugdes 15 (propor¢do 1:0,1), 18 (proporcao 1:0,1),
25 (proporcdo 1:0,05) também tiveram as recuperacfes para o metabdlito ND
insatisfatorias e acima do limite de 120%. Provavelmente, isso esta associado as
proporcdes mais elevadas da GAL nas misturas, promovendo a interferéncia no pico
do ND, presente em pequenas quantidades.

Todas as recuperagdes para 0 metabdlito EP foram satisfatorias. Isso significa
que a distancia entre os tempos de retencdo (2 min) dos picos do par ND/EP é
suficiente para esses analitos ndo sofrerem interferéncia mutua.

Com base nos resultados encontrados, para a quantificacdo satisfatéria do par
GAL/ND a proporcao limite deve ser 1:0,4 (solugéo 24), que possui elevada massa
introduzida da GAL (120,7 ng) e massa introduzida de ND 2,5 vezes menor (49,2

ng). Além desse limite estabelecido para valores de massa superiores, a situacao
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limite para a quantificacdo do ND, quando este esta presente em menores niveis de
massa introduzida, é a da mistura 18, onde a quantificacdo de pequenas quantidades
de massa introduzida para esse metabdlito (entre 6,2 e 12,3 ng) é prejudicada quando
ha a presenca de quantidade elevada da GAL (entre 96,6 e 120,7 ng) na mistura.

5.2.4
Ensaios de Recuperacao

Os ensaios de recuperacdo foram realizados em amostra de urina obtida de um
voluntario sadio. A amostra de urina foi fortificada, logo apds a sua coleta, com
solucBes padroes da GAL e de seus quatro metabdlitos e tratadas segundo o
procedimento de clean up ja descrito. A amostra fortificada foi diluida na proporcéo
igual a 1 parte de amostra para 1,5 parte de solucdo de idéntica a fase modvel e
introduzidas, variando o volume de injecdo, no sistema cromatografico nas condicoes
experimentais estabelecidas para o método MLC. As concentracfes finais dos
analitos na amostra de urina foram: 1,6 pg mL™ de NOx, 3,6 ug mL™ de OD, 1,2 pug
mL™ de GAL, 1,2 ug mL™ de ND e 0,9 pg mL™ de EP. Trés réplicas auténticas da
amostra de urina fortificada foram preparadas.

A recuperacao foi avaliada em trés niveis distintos de massa introduzida,
indicados como M1, M2 e M3, na faixa de trabalho do método e respeitando a
proporcéo limite de massas para o par dos analitos GAL/ND determinado nos testes

de interferéncia, variando os volumes de inje¢do em 6, 30 e 60 uL (Tabela 37).
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Tabela 37. Valores de massa introduzida de analito a partir da amostra de urina fortificada com
solucBes padrées de GAL e de seus metabdlitos.

. Volume de Massa introduzida dos analitos (ng)
Nivel de
amostra
massa ) ]
) ) introduzida NOx oD GAL ND EP
introduzida
(uL)
M1 6 9,5 21,4 7.3 7.4 52
M2 30 47,4 106,9 36,3 37,0 26,1
M3 60 94,9 213,8 72,6 74,0 52,2

INOx (1,6 ug mL™?), OD (3,6 ug mL™), GAL (1,2 ug mL™), ND (1,2 ug mL™) e EP (0,9 ug mL™).

Na Figura 83 séo apresentados os cromatogramas obtidos para o nivel M2 de
massa introduzida de amostra de urina fortificada com os analitos (volume de injecéo
de 30 uL) utilizando o método proposto por MLC nas condi¢des estabelecidas. Um
ensaio de branco com a introducdo da amostra de urina sem a fortificacdo também foi
realizado assim como um cromatograma de solucdo padrdo de GAL e seus
metabdlitos para efeito de comparacdo. Na Tabela 38 sdo apresentados os valores das
recuperacdes e 0s respectivos coeficientes de variagao.

oD [ |

Sinal
{
i _——'t‘,n-—-
(
|

Tempo de retengdo (nun)

Figura 83. Superposicdo de cromatogramas obtidos pela introducdo de amostra de urina voluntério
(ensaio em branco) (A), de amostra de urina fortificada com os analitos (nivel M2) (B) e de uma
solucdo padrédo dos analitos (C). As concentragdes finais dos analitos nos cromatogramas B e C foram:
NOx (1,6 ng mL™), OD (1,2 pg mL™), GAL (1,2 pg mL™), ND (1,2 ug mL™) e EP (0,9 pug mL™).
Volumes introduzidos de 30 pL e condi¢fes experimentais indicadas na Tabela 37.
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Tabela 38. Valores de recuperacdo percentual dos analitos na amostra de urina fortificada com GAL e
seus metabalitos.

Nivel de Recuperaces (%)
massa
i i NOx oD GAL ND EP
introduzida
M1 948+21 96,8+1,0 96,8+3,0 91,7+1,0 98,6 +0,6
M2 102,3+2,7 91,8+2.1 1109+1,2 100,0+2,0 100,2+1,9
M3 1148+12 91,4+14 1019+ 3,7 101,1+3,8 100,2 + 0,8

Os valores de recuperacao obtidos para os cinco analitos, em amostra de urina
foram satisfatorios, ficando entre 91,4 e 114,8 % com coeficientes de variacdo de
menos de 4% para a triplicata analisada. A comparacdo de tempos de retencdo dos
analitos da amostra e no padrdo permitiu a identificacdo dos picos dos analitos de
interesse. Nos cromatogramas com urina, entre 7 e 8 min, foram observados mais

dois picos de componentes ndo identificados da matriz da amostra.

525
Comparacéo entre métodos

Para comparar o desempenho do método proposto na quantificacdo da GAL,
foi utilizado o método de autoria de Zhang et al. (2007) que €é baseado no uso da
cromatografia liquida de alta eficiéncia com fase reversa e detec¢do fluorimétrica. O
trabalho foi escolhido, pois o LEEA-PUC-Rio, onde foi desenvolvida a Tese,
dispunha de todos os reagentes e equipamentos necessarios para a execucao deste
método. Nas condi¢bes experimentais reproduzidas para o método por HPLC, o
tempo de retengdo da GAL foi 5,2 min. Na Tabela 39 sdo mostradas as condigdes
experimentais utilizadas na determinacdo da GAL pelo método baseado no HPLC

com fase reversa.
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Tabela 39. Condi¢cdes experimentais utilizadas para a quantificagdo da GAL usando HPLC com
deteccdo fluorimétrica.

CondigBes experimentais

Coluna cromatografica Zorbax C18 4,6x150 mm, diametro das particulas 5um

Solugéo aquosa contendo 1% de (Et)sN e 20% de ACN (v/v). O pH

Composicdo da fase movel 7 foi ajustado com solucdo de HCI.
Eluicdo Isocratica
Vazdo (mL min™) 1,0
Temperatura da coluna (°C) 30
Volume de injecdo (uL) 20
7‘«e><c/emv em nm 290/320
Detecgdo Fluorimétrica

Na Figura 84 estdo apresentados os cromatogramas obtidos pela introducéo de
uma solucdo de GAL (na concentracdo de 11,5 pg mL™) por HPLC de fase reversa e
por MLC. Os pares de comprimentos de onda de excitacdo e de emissao, Aexcem, para

determinacdo da GAL foram 290/320 nm para HPLC e 285/330 nm para MLC.

Sinal

Tempo de retencio (mm)

Figura 84. Cromatogramas obtidos pela introducdo da solucdo de GAL (11,5 ug mL™): por HPLC de
fase reversa em fase mével composta por solucdo aquosa contendo (Et)sN (1%) e ACN (20%) e pH 7
(A) com vazdo da fase mével de 1,0 mL min™ e temperatura da coluna de 30°C; por MLC em fase
mével contendo tampdo acetato (10 mmol L™; pH 5,0), SDS (25 mmol L™) (Et);N (0,5%)/ACN
(97/3% v/v) (B) com vazdo da fase mével de 0,8 mL min™ e temperatura da coluna de 25°C. Volume
de amostra de 20 pL e detecgdo em 290/320 nm por HPLC e 285/330 nm por MLC.
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Os tempos de retencdo da GAL foram de 5,2 min por HPLC e 13,5 min por
MLC. Essa diferenca pode ser explicada pelas forcas de interacdo distintas que
governam o mecanismo de retencdo da GAL protonada em ambos 0s casos. Em
MLC, ocorre uma interagdo eletrostatica da GAL (carregada positivamente em pH
5,00 com a fase estacionaria modificada pelos mondémeros de SDS, carregados
negativamente. Em HPLC de fase reversa, o mecanismo de retencdo da GAL
protonada em fase estacionaria C18 serd governado por interaces hidrofébicas, que
sdo mais fracas que as interacOes eletrostaticas em MLC. O perfil do pico
cromatografico da GAL obtido por HPLC de fase reversa € mais fino do que o pico
resultante por MLC. Essa observacdo pode ser relacionada com a lenta transferéncia
de massa que ocorre em sistemas cromatograficos em meio micelar. Além disso, pode
se observar que a linha de base obtida por MLC apresenta maior ruido comparada
com o método por HPLC de fase reversa. A presenca de micelas na fase mével pode
produzir cavidades na fase mdvel devido a detergéncia do surfactante, podendo
resultar em um aumento da oscilacdo da linha base e, por conseguinte, do ruido.
Outra fonte de ruido pode ser atribuida a absorcdo de fundo das impurezas presentes
no SDS elevando a linha base, principalmente, quando a regido de comprimentos de
onda de excitacdo e de emissao utilizada no método coincide com os valores onde as
impurezas do sal de SDS fluorescem, como é o caso da GAL. Em consequéncia, a
relacdo sinal-ruido para o método proposto por MLC é superior ao método por
HPLC, repercutido no valor do LOD e LOQ para a determinacdo de GAL por MLC.

A quantificacdo da GAL alcancada pelo método por HPLC foi apenas a partir
de 2,2 ng de massa injetada, sendo esse valor discrepante do valor absoluto do LOQ
absoluto (0,02 ng) determinado por Zhang et al. (2007). Provavelmente, a
discrepancia entre os valores absolutos do LOQ se deve a diferenca no método de
determinacéo do limite. O LOQ foi determinado pelos autores baseado em trés vezes
a razdo sinal/ruido do branco e o LOD nao foi determinado. Para a comparacao entre
0s métodos, 0 LOD e o LOQ foram determinados para o0 método por HPLC utilizando
0 mesmo procedimento adotado, descrito no Capitulo 2, para as B-carbolinas e para

GAL e os metabdlitos, o qual se baseia na injecdo de solugdes padrédo do analito em
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concentragcdes cada vez menores até que ndo seja mais possivel a integracdo do pico
pelo software.

A faixa de trabalho de GAL utilizada na comparagéo entre métodos foi de 11,5
a 1149,4 ng a partir da introducédo de diferentes volumes de um padrdo analitico (1 a
100 pL). Solugdes de GAL a 11,5 pg mL™ foram preparadas em triplicata, em
réplicas auténticas, e injetadas no sistema cromatografico para cada método. Na busca
de maior confiabilidade nos resultados, os métodos por MLC e por HPLC foram
reproduzidos utilizando o mesmo cromatdgrafo liquido e colunas cromatogréficas de
mesmas caracteristicas, como dimensdo e porosidade. As medidas, em ambos 0s
métodos, foram realizadas no mesmo dia a fim de evitar que o resultado fosse afetado
pela variacdo da radiancia da fonte de excitacdo do cromatégrafo.

A faixa de massa injetada, em ng, foi ampliada, pois os métodos foram
comparados pelo teor de GAL presente em um medicamento contendo quantidades
elevadas do principio ativo hidrobrometo de galantamina. Desta forma, evitaria medir
quantidades muito pequenas de massa de medicamento além de sucessivas diluicdes,
minimizando as incertezas na medida do teor e, consequentemente, na comparacao
entre os resultados.

Os valores de LOD e LOQ e os respectivos ALOD e ALOQ), as equacOes das
curvas analiticas e o valor de R? ajustado para ambos os métodos estdo mostrados na
Tabela 40. Pode ser observado que a curva analitica obtida para GAL pelo método
por MLC é mais sensivel, com coeficiente angular da curva obtida por MLC ¢é 1,8
vezes maior que por HPLC. Em contrapartida, os valores de LOD e LOQ obtidos
para 0 método por HPLC foram menores em 2,7 vezes em comparacdo aos obtidos
com o0 método por MLC. Uma justificativa para isso € o aumento do ruido da linha de

base causado pelo sistema micelar.
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Tabela 40. Valores de faixa de trabalho, em valores de massa introduzida de GAL, equacdes das
curvas analiticas e valores de R? para 0 método proposto por MLC e para 0 método por HPLC.

Pardmetros analiticos MLC HPLC de fase reversa
LOD (ng mL™) 92,5 37,5
ALOD (ng) 3,7 15
LOQ (ng mL™) 147,5 55,0
ALOQ (ng) 5,9 2,2
Faixa de trabalho (ng) 11,5a11494
Equacdo da curva analitica
y=0,55 X + 0,97 y=0,31x-0,33
(sensibilidade em ng™)
Rsjustado 0,99 0,99

A diferenca de sensibilidade das respostas analiticas pode ser constatada pelas

curvas analiticas construidas para cada método, como indicado na Figura 85.

A

Area (ua)

0 I I I I I I
0 200 400 600 800 1000 1200

Massa injetada (ng)

Figura 85. Curva analitica construida para GAL (A) em MLC e (B) em HPLC por fase reversa.

Para comparar os métodos foram utilizadas amostras do medicamento cujo
principio ativo era o hidrobrometo de galantamina. Trés cadpsulas do medicamento
(massa média de cada capsula 0,09678 g) foram maceradas e misturadas. Cinco
massas do medicamento na faixa de 3,1 a 3,5 mg foram diluidas em metanol para o
preparo das cinco réplicas auténticas. As solucgdes resultantes foram diluidas na
proporcado igual a 1 parte de amostra para 4 partes de solucdo idéntica a fase mdvel de

cada método e introduzidas no sistema cromatografico
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As massas introduzidas foram calculadas pelas equacgdes da reta (Tabela 40), a
partir dos valores das areas obtidas pela integracdo dos picos cromatograficos e, o
teor (razdo entre a massa da GAL e a massa do medicamento) foi calculado comparar
0s métodos. O desvio padrdo e o coeficiente de variacdo (CV %) estdo apresentados

na Tabela 41 com o respectivo valor do teor, em %.

Tabela 41. Teores de GAL obtidos pelo método proposto por MLC e pelo método por HPLC em
amostra do medicamento contendo hidrobrometro de galantamina.

Teor de GAL (%)
Namero da solucédo

MLC HPLC

1 12,7 12,7

2 12,9 12,7

3 12,8 12,6

4 12,5 12,4

5 12,6 12,5
Média 12,7 12,6

Desvio padréo 0,2 0,1

CV (%) 1,3 1,0

Para fins comparativos, as médias dos teores obtidos pelos métodos por MLC
(12,7) e por HPLC (12,6) foram comparadas com o teste t bi-caudal presumindo
variancias iguais (Tabela 42). Os valores em negrito representam, respectivamente, 0s

resultados dos testes tcaicutado, ValOr-p € tertico-

Tabela 42. Teste t bi-caudal presumindo variancias equivalentes para os teores de GAL em
medicamento contendo hidrobrometo de galantamina e determinados por MLC e por HPLC.

MLC HPLC
Média 12,70 12,56
Variancia 0,027 0,0145
Gl (grau de liberdade) 8
tealculado 1,52
valor-p 0,17

teritico Pi-caudal 2,31
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Para os testes, 0s valores de teaiculado (1,52) foram menores que teritico (2,31),
para 95% de confianca. Diante desses resultados, pode se afirmar que ndo houve
diferenca significativa entre os resultados obtidos pelo método proposto por MLC e o
método de comparacao, por HPLC.

O valor do desvio padrdao para MLC foi similar ao método por HPLC,
obtendo-se CV de 1,3% contra 1,0% para o HPLC. Paralelamente, foi realizada uma
comparagao entre as variancias obtidas por ambos os métodos (Tabela 43), utilizando
ANOVA com fator Unico. Os valores em negrito representam, respectivamente, 0s

resultados dos testes Feaiculado, Feritico € Valor-p.

Tabela 43. Valores resultantes da Andlise de Variancia: fator Unico, para a medida de teor de GAL em
medicamento contendo o hidrobrometro de galantamina por MLC e por HPLC.

Fonte da variagéo SQ gl MQ Fealculado valor-p Feritico
Entre grupos 0,048 1 0,048
Dentro dos grupos 0,16 8 0,021 2,33 0,17 5,32
Total 0,21 9

Com base nos resultados obtidos pela ANOVA, pode se concluir que ndo ha
uma diferenca significativa entre as variancias das medidas obtidas por MLC e por

HPLC convencional.

5.2.6

Aplicacdo da metodologia em urina de ratos

O método proposto por MLC foi aplicado na analise de urina de trés ratos
machos da linhagem albina Wistar, com idade de 2 a 3 meses, ap0s a injecdo de uma
solucdo do medicamento contendo o principio ativo hidrobrometro de galantamina.
Esse experimento foi feito para avaliar se 0 método proposto era capaz de determinar
quantidades da GAL e seus principais metabdlitos numa amostra bioldgica real.

O medicamento controlado o qual contém o hidrobrometro de galantamina é

indicado para o tratamento de Alzheimer. Cada capsula de liberacdo prolongada
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contém o equivalente a 10,25 mg de hidrobrometro de galantamina, que é equivalente
a 8 mg de GAL, conforme descrito na bula do medicamento. Uma massa equivalente
a 10,60 mg do medicamento foi dissolvida em 5,00 mL de soro fisiologico para a
injecéo nos ratos. Cada animal recebeu uma dosagem de aproximadamente 0,5 mL da
solucdo do medicamento.

As amostras de urina dos ratos foram coletadas antes da administracdo do
medicamento para se obter material para o ensaio em branco da amostra. Apos a
injecdo do medicamento a coleta ocorreu imediatamente ap0s a excre¢do da urina
pelos ratos ao longo de 2 h. As amostras — antes e apds a administracdo do
medicamento — foram tratadas seguindo o procedimento de clean-up ja descrito e
depois diluidas na fase mdvel micelar de composicdo escolhida para 0 método, na
proporcdo igual a 1 parte de amostra para 4 partes de solucdo idéntica a fase maével.

Para a identificacdo dos picos originais da GAL e de seus metabolitos na urina
dos ratos, coletadas ap6s a administracdo do medicamento, preparou-se a amostra
fortificada com a solucdo padrédo dos analitos seguindo 0 mesmo procedimento de
tratamento citado. As concentragdes finais na solucdo amostra fortificada, em
ng mL™?, foram iguais a NOx (1,58), OD (1,15), GAL (1,21), ND (1,23) e EP (0,87)
com massas dos analitos introduzidas no sistema cromatogréfico (40 uL da amostra)
foram: NOx (63,2 ng), OD (46 ng), GAL (48,4 ng), ND (49,2 ng) e EP (34,8 ng). Na
Figura 28 foram superpostos 0s cromatogramas obtidos pela injecdo da solugédo
amostra de urina antes da administracdo do medicamento, solu¢do amostra coletada 2
h apds a administracdo do medicamento e amostra coletada apds a administracdo do
medicamento e fortificada com os padrdes dos analitos. Os cromatogramas foram
editados de forma que os picos referentes aos analitos ficassem em evidéncia, desta
forma, os picos iniciais relativos a outros componentes da matriz foram cortados. No
cromatograma da solucdo amostra é possivel observar a presenca de trés picos de
tempo de retencéo igual a 5,5 min, 13,6 min e 14,7 min, coincidentes com 0s tempos
de retencdo do NOx, GAL e ND, respectivamente. Para confirmar a presenga dos
analitos, foi analisada a amostra de urina fortificada com uma solucdo padréo dos
analitos e os tempos de retencdo comparados. Observou-se o0 aumento da intensidade

do sinal do pico relativo aos metabdlitos NOx e ND e o principio ativo, GAL, sendo
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possivel afirmar a presenca desses analitos na amostra de urina apos a medicagédo dos
ratos com a solucdo do medicamento. Néo foram identificados os metabolitos, OD e

EP.
2 GAL

Stisal

Sinal

Tenpo de seveacio (mm

Tempo de retencdo (min)

Figura 86. 1) Cromatogramas obtidos pela introducdo da solucdo amostra de urina antes da
administracdo do medicamento (A), solucdo amostra de urina coletada 2 h apds a administracdo do
medicamento (B) e solucdo amostra de urina coletada 2 h ap6s administracdo do medicamento
fortificada com os analitos (C). 2) Destaque dos cromatogramas A, B e C na regido da GAL, ND e EP.

A concentragéo e o desvio padrdo, em ng, dos analitos na amostra (n = 3) foram
calculados. A massa encontrada para o metabolito NOx foi igual a 206,58 + 0,40 ng,
para a GAL a massa foi de 23,96 + 0,90 ng e para 0 ND a massa obtida foi 17,4 + 1,5
ng. Pelos calculos de diluicdo, estima-se que em 2,00 mL de volume total coletado da
amostra de urina continha o equivalente a 51,6 ug de NOx, 6,0 ug de GAL e 4,3 ug
de ND. De acordo com as quantidades do principio ativo em cada capsula, informada
pela bula do fabricante, estima-se que cada rato recebeu o equivalente a 87,62 pg de
GAL. A via de metabolizacdo predominante da GAL pelos ratos foi a formacéo do N-
oxido galantamina, NOx, provavelmente, pela citocromo CYP3A4 responsavel por

pela formacédo desse metabdlito (Malakova et al., 2007).
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5.3
Estudos do Fator de Enriquecimento Micelar do Sinal Fluorescente da

galantamina

Cada vez mais, métodos seletivos e sensiveis e técnicas de enriquecimento de
sinal fluorescente, sdo estudados para a quantificacdo de muitas substancias, como as
aflatoxinas presentes em pimentas, gréos, cervejas, dentre outros alimentos
(Goryacheva et al., 2008). Uma estratégia para o ganho de intensidade do sinal
fluorescente de substancias que exibem baixa fluorescéncia é o uso de meios
organizados, tais como ciclodextrinas e micelas. As micelas sdo capazes de isolar
moléculas em suas regibes anfifilicas, alterando o microambiente da molécula e, em
muitos casos, a intensidade luminescente melhora (Pelizzeti e Pramauro, 1985).
Segundo Culzoni et al. (2010), a GAL possui um baixo sinal fluorescente ndo sendo
possivel a quantificacdo desse farmaco em baixas concentracdes (ng mL™) que é o
esperado de se encontrar em amostras ambientais de &gua. Dentre 0s meios
organizados que foram testados, varios tipos de micelas e ciclodextrinas, as micelas
de SDS foi o meio organizado que resultou em um maior fator de enriquecimento
micelar (MEF) da GAL, seis vezes, medido no espectroflurimetro.

Com o intuito de determinar o ganho de sinal fluorescente para GAL em meio
micelar de SDS foi avaliado em trés sistemas distintos: (i) por espectrofluorimetria e
(i) adicdo pds-coluna de solucdo micelar em cromatografia liquida de fase reversa.

Para os dois sistemas o ganho de sinal foi avaliado utilizando apenas a GAL.

5.3.1
Determinacao do fator de enriquecimento de sinal da GAL no meio rico

em micelas de SDS por espectrofluorimetria

O aumento da fluorescéncia da GAL em meio rico em micelas de SDS foi
calculado usando espectrofluorimetria com medicdo da solucdo estacionaria na

cubeta. Para tal, a razdo entre as intensidades de sinal da GAL dissolvida em meio
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rico em micelas de SDS (100 mmol L) e em meio sem SDS foi obtida. A
concentracdo da GAL foi 0,3 ug mL™ e a solucdo aquosa contendo tampéo acetato
(10 mmol L™ pH 5,0). A fluorescéncia das solucdes em branco (sem a presenca da
GAL) foram medidas com o intuito de corrigir o sinal do branco das solucGes da
GAL nos meios estudados.

Na Figura 87 sdo mostrados os espectros de fluorescéncia da GAL medidos em
meio aquoso tamponado (pH 5,0) na presenca e na auséncia de micelas de SDS.
Como pode ser observado, houve um aumento significativo da fluorescéncia da GAL
em meio rico em micelas de SDS (espectros C e D) em relagdo ao meio sem SDS
(espectros A e B). Isso mostra que a eficiéncia quantica da GAL é melhorada em
funcdo da organizacdo do meio, aumentando a rigidez do analito e minimizando
colisbes que aumentam a taxa de desativacdo ndo radiante das moléculas de GAL no
estado excitado.

o
&

=

”
o

-]

Intensidade fluorescéncia (ua)

Comprimento de onda (nm)

Figura 87. Espectros de excitacdo (A) e emissdo (B) de fluorescéncia de uma solugdo de GAL (0,3 pg
mL™) medidos em meio aquoso contendo tampdo acetato (pH 5,0) e espectros de excitagdo (C) e
emissdo (D) de fluorescéncia de uma solucdo de GAL (0,3 pg mL™) medidos em meio aquoso
contendo tamp&o acetato (pH 5,0) e 100 mmol L™ de SDS.

A intensidade de sinal para GAL em meio rico em micelas de SDS, apds a
correcdo do sinal do branco (sinal liquido) foi igual a 288,7 unidades de
luminescéncia (LU) enguanto que em meio aquoso, o sinal liquido obtido foi 71,5
LU. Assim, o valor do MEF (Micelar Enhancement Factor) medido por

espectrofluorimetria foi de quatro vezes.
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5.3.2
Determinacao do fator de enriquecimento de sinal da GAL no meio rico

em micelas de SDS em regime de vazao

A determinacdo do MEF para a GAL em regime de vazdo de fase movel no
sistema cromatogréafico foi avaliada por meio da adicdo de solugdo micelar de SDS,
em concentracdo acima da CMC, na fase mdvel ap6s a passagem da zona da GAL
pela coluna cromatogréfica.

As condicdes experimentais escolhidas inicialmente foram baseadas nas
condi¢des do método por MLC para determinar a GAL, com excecdo da quantidade
de ACN (escolhida com base no método para a determinagdo da GAL por HPLC de
fase reversa), ou seja, com fase mével com tampdo acetato (10 mmol L™?; pH 5,0)
(Et)sN (0,5%)/ACN (80/20% v/v). A solucdo micelar adicionada apds a coluna
cromatografica era constituida por tampao acetato (10 mmol L™*; pH 5,0) contendo
SDS (100 mmol L™ e (Et)sN (0,5%). A concentracdo de SDS de 100 mmol L™ foi
escolhida para garantir que mesmo ap0s a mistura com o eluente proveniente da
coluna, na mola de reacdo, a solucgdo final tivesse valores de SDS acima da CMC. O
experimento foi realizado com sistema contendo uma coluna cromatografica C18
com 120 A de porosidade e mantida a 25°C . O volume introduzido de solugo padréo
foi 40 uL e a detecgdo da foi em 285/330 nm, ja que os experimentos no fluorimetro
mostraram que a presenca de micelas de SDS ndo causa mudanga significante nos
maximos do espectro de fluorescéncia da GAL.

A vazdo de fase movel que carreia a zona da amostra foi mantida pela
bomba principal passando pela coluna cromatografica, enquanto que a solucédo
micelar foi introduzida diretamente para a mola de reacdo pela bomba secundaéria.
Para se obter uma boa mistura entre a fase movel e a solucdo micelar de SDS na mola
de reacdo foi necessario otimizar a vazao das bombas de modo a se ter o menor ruido
da linha de base e o maior aumento de fluorescéncia da GAL. Inicialmente, foi
testado uma relago entre as vazdes de 0,8 mL min™ para a bomba principal e 0,2 mL
min™ para a secundaria, com o intuito de obter uma vazéo total igual a 1,0 mL min™.

Na Figura 88 sdo mostrados os cromatogramas obtidos com a introdugdo de uma
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solucdo de GAL (11,5 pg mL™) diluida em composicdo idéntica & da fase mével

aquosa e pelo respectivo ensaio em branco.

Sinal

Tempo de retengio (min)

Figura 88. Cromatogramas obtidos com a introdugdo de solucdo de GAL (11,5 ug mL™) (A) e o
respectivo ensaio em branco (B) no experimento de adi¢do de fase mdével micelar apds a coluna
cromatogréfica. Fase mével principal contendo tampdo acetato (10 mmol L™?; pH 5,0) e (Et);N
(0,5%)/ACN (80/20% v/v) e mantida com vazdo de 0,8 mL min™ (bomba principal). Composigdo da
solucdo micelar adicionada na mola de reacdo contendo tamp&o acetato (10 mmol L™; pH 5,0) SDS
(100 mmol L™) e (Et)sN (0,5%) mantida com vazéo de 0,2 mL min™ (bomba secundaria). Temperatura
da coluna de 25°C; volume de amostra de 40 uL; deteccdo em 285/330 nm.

Na relacdo de vazdo testada, os cromatogramas apresentaram ruido
provavelmente devido ao distirbio provocado pela adicdo da solu¢do micelar e que
provocaram a formacdo bolhas na fase resultante. Para minimizar a formagéo de
bolhas por efeito da cavitagdo durante a mistura das solu¢cdes na mola de reacéo,
adicionou-se propan-2-ol tanto na fase mével principal quanto na solucdo micelar. Na
Figura 89 sdo mostradas as linhas de base obtidas apds a mistura das solu¢bes na
mola de reacdo nas condic¢des indicadas no experimento anterior e também com as
ambas solugdes contendo 2% de propan-2-ol. Observa-se que o nivel do ruido e a
oscilacdo periodica (que ocorre provavelmente na frequéncia do pistdo da bomba)
reduziu significativamente com a adicdo de propan-2-ol (v/v), provavelmente por

causa da inibicao de formacao de bolhas que espalham a radiacéo incidente.
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Figura 89. Linhas de bases obtidas com a mistura da fase mével com a solucdo rica em micelas de SDS
na auséncia de propan-2-ol em ambas as solucfes (A) e na presenca de 2% de propan-2-ol em ambas
as solugdes (B). Fase mével consistindo de solugdo tampéo acetato (10 mmol L™; pH 5,0) contendo
(Et)sN (0,5%)/ACN (80/20% v/v) e solucdo rica em micelas preparada em tampdo acetato (10 mmol L
! pH 5,0) contendo SDS (100 mmol L) e (Et)sN (0,5%). A relacéo da vazdo das bombas principal/
vazéo de solucéo rica em micelas de SDS foi igual a 0,8/0,2 mL min™; temperatura da coluna de 25°C;
volume de amostra de 40 uL; deteccdo em 285/330 nm.

Apos a reducdo do ruido com a estabilizacdo da fase mével um estudo foi
feito para se encontrar relacdo entre a vazdo da fase movel/ vazdo de solucéo rica em
micelas (0,8/0,2 mL min™, 0,8/0,5 mL min™, 0,5/0,5 mL min™ e 0,5/1,0 mL min™)
que produziria o melhor resultado (Figura 90).

Com o aumento da vazdo da bomba secundéria, a que alimenta a mola de
reacdo com a solucdo rica em micelas de SDS, para valores iguais ou superiores a
vazdo da bomba principal, o ruido foi minimizado. Assim, pode-se concluir que com
a elevacdo da vazdo da bomba secundaria, a mistura entre a fase mével e a solucéo
micelar provocou um menor distarbio na solucdo resultante, minimizando a formacao
de bolhas. As razdes iguais a 0,5/0,5 e 0,5/1,0 mL min™ produziram os menores
niveis de ruido, sendo a razdo 0,5/1,0 mL min® a condicdo escolhida para

continuidade dos experimentos.
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Figura 90. Linhas de bases obtidas com diferentes razdes vazdo de fase moével/ vazéo de solugéo rica
em micelas de SDS de 0,8/0,2 (A), 0,8/0,5 (B), 0,5/0,5 (C) e 0,5/1,0 (D). Fase movel de tamp&o acetato
(10 mmol L*; pH 5,0) contendo (Et)sN (0,5%) propano-2-ol (2%)/ACN (80/20% v/v). Solugéo rica em
micelas preparada em tampao acetato (10 mmol L™; pH 5,0) contendo SDS (100 mmol L™), (Et);N
(0,5%) e propano-2-ol (2%). Temperatura da coluna de 25°C; volume de amostra de 40 pL; detecgdo
em 285/330 nm.

Apds a mistura na mola de reacdo (utilizando a relacdo entre as vazdes de
0,5/1,0 mL min™) tanto a concentragéo de SDS quanto a porcentagem de ACN foram
reduzidas, devido a diluicdo. A composicdo estimada da solugdo resultante foi
solucdo tampdo acetato (10 mmol L™; pH 5,0) contendo 66,7 mmol L™ de SDS, 0,5
% de (Et)sN, 2% de propan-2-ol e 6,7% de ACN, em volume. Como a concentracao
de SDS ficou acima da CMC e a porcentagem de ACN abaixo de 20% pode se inferir
que o meio € rico em micelas de SDS, nas condicbes estabelecidas. Um estudo
adicional de ajuste da porcentagem de ACN na fase movel, de 3 a 20% (v/v), foi
realizado e se observou que quanto menor a quantidade do solvente organico, maior o
tempo de retencdo da GAL. O perfil cromatografico, o ruido da linha de base e a
intensidade fluorescéncia ndo sofreram alteracdo significativa em funcdo da
quantidade de ACN. Desta forma, a proporcao de 20% de ACN foi mantida.

Na Figura 91 é apresentado o cromatograma obtido utilizando as condi¢cfes
escolhidas para a cromatografar a GAL e para produzir a fase final para medicao de

fluorescéncia apos a mola de reacéo.
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Figura 91. Cromatograma obtido pela introducdo de uma solugdo de GAL (11,5 ug mL™) usando fase
mével de tampdo acetato (10 mmol L™; pH 5,0) contendo (Et);N (0,5%) propano-2-ol (2%)/ACN
(80/20% v/v) com mistura, na mola de reacdo, com solucdo rica em micelas preparada em tampédo
acetato (10 mmol L™; pH 5,0) contendo SDS (100 mmol L) e (Et);N (0,5%) e propano-2-ol (2%). A
razéo entre a vazdo da fase movel e a vazdo da solugdo rica em micelas foi igual 0,5/1,0 mL min™.
Temperatura da coluna de 25°C; volume de amostra de 40 pL; detecgdo em 285/330 nm.

Na Tabela 44 sdo apresentadas as condicGes escolhidas para a determinacéo
da GAL por HPLC de fase reversa e deteccdo fluorimétrica com adicdo de solugdo

micelar na mola de reacdo ap6s-coluna cromatogréfica.
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Tabela 44. CondicBes experimentais para a determinacdo de GAL por HPLC de fase reversa usando
abordagem com mistura de solucdo na mola de reacdo ap6s a coluna cromatografica.

Parametros CondicGes otimizadas

Coluna cromatografica Zorbax Eclipse C18 (4,6x150 mm, didmetro de particula 5um)

Composicao da fase mével | Tampdo acetato de sodio:4cido acético (10 mmol L™; pH 5,0), 0,5 %
aguosa de (Et);N e 2% de propan-2-ol (v/v)

Proporcéo de fase
movel/ACN (v/v)

80:20

Tamp#o acetato de sédio:acido acético (10 mmol L™; pH 5,0)
contendo 100 mmol L™ de SDS, 0,5 % de (Et);N e 2% de
propan-2-ol (v/v)

Composicdo da solucdo
adicionada ap6s a coluna

Vazao da bomba principal

(mL min™) 05
Vazdo da bomba secundaria 10

(mL min™) ’
Temperatura da coluna (°C) 25

Tempo de retencéo, em min
3,6 (285/330)
(?"exc/em , €M nm)

Tipo de elui¢do Isocrética

Deteccao Fluorimétrica

A superposicao dos cromatogramas resultantes da introducdo de GAL (11,5
ng mL™) utilizando a abordagem com mistura de solugdes na mola de reagdo é
mostrada na Figura 92 de modo a indicar a amplificagdo de fluorescéncia do analito
em funcdo da presenca ou ndo de micelas de SDS na solugdo adicionada apos a
coluna cromatogréafica. Observa-se que houve um aumento significativo (de 3 vezes,
0 que equivale ao valor de MEF) na area do pico cromatografico da GAL quando a
deteccdo fluorescente ocorreu em meio rico em micelas de SDS. Em contrapartida, a
linha de base obtida com a adicdo de solu¢do micelar apresentou maior ruido

comparada a linha de base obtida com a adigéo de solugéo sem o surfactante.
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Figura 92. Cromatograma obtido pela introducdo de uma solugdo de GAL (11,5 ug mL™) usando fase
mével de tampéo acetato (10 mmol L™*; pH 5,0) contendo (Et);N (0,5%) propano-2-ol (2%)/ACN
(80/20% v/v) com mistura, na mola de reacdo, de (A) solugdo rica em micelas preparada em tampao
acetato (10 mmol L™; pH 5,0) contendo SDS (100 mmol L™) e (Et)sN (0,5%) e propano-2-ol (2%) e
(B) solugdo tamp&o acetato (10 mmol L™; pH 5,0). A razdo entre a vazdo da fase movel e a vazéo da
solucdo rica em micelas foi igual 0,5/1,0 mL min™. Temperatura da coluna de 25°C; volume de
amostra de 40 pL; deteccdo em 285/330 nm.

5.3.3
Determinacdo da GAL usando HPLC com fase reversa e deteccéao
fluorimétrica com abordagem de mistura de solucao rica em micelas de

SDS apo6s a coluna cromatogréfica

As condicBes experimentais estabelecidas (Tabela 44) foram utilizadas para a
determinacdo da GAL usando HPLC com as abordagens de mistura de solucéo rica
em micelas de SDS apds a coluna cromatografica e de mistura de solucéo tampéo (pH
5,0) sem a presenca de micelas. As curvas analiticas, para ambas as abordagens,
foram construidas utilizando a mesma faixa de concentracdo, 2,9 a 290 ng, a partir de
diferentes volumes de injecdo (1 a 100 pL), totalizando 10 niveis de massa
introduzida (M1 a M10). Os volumes de 1 pL (M1), 40 pL (M5) e 100 pL (M10)
foram introduzidos em cinco réplicas a fim de determinar a repetibilidade nas duas
situacOes de adicdo de solucdo na mola de reacdo. Todas as outras solugbes foram
medidas em trés réplicas auténticas. As solugdes utilizadas na constru¢do da curva

analitica e estudo da repetibilidade foram preparadas no dia da analise, e armazenadas
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ao abrigo da luz para serem utilizadas 24 h depois para a obtencdo da preciséo
intermediaria.

Na Figura 93 sdo mostradas as curvas analiticas onde o aumento da
sensibilidade da resposta analitica da GAL na abordagem com a adi¢do de solugdo

rica em micelas de SDS é evidente.

250 - A
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o
1

=
al o al

o o o o
1 1 1

Area x 10° (ua)

0,0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0 300,0

Massa injetada (ng)

Figura 93. Curva analitica construida para GAL feitas com adi¢do na mola de reacdo ap6s a coluna
cromatografica de (A) de solucdo rica em micelas de SDS e (B) solu¢do sem surfactante.

Na Figura 94 sdo mostrados os graficos de residuos padronizados (razdo do
valor do residuo pelo erro puro) em funcdo a massa de analito introduzido no sistema
cromatografico relativo as curvas analiticas da Figura 35. Uma distribuicdo aleatéria
e, portanto, ndo tendenciosa em termos dos desvios, indicou homocedasticidade das
variancias e a linearidade da resposta analitica em ambos os casos. A significancia da
diferenca entre os valores das areas calculadas e as experimentais foi determinada
utilizando ANOVA (teste-F).
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Figura 94. Gréfico de residuos das curvas analiticas da GAL feitas com adi¢do na mola de reacdo ap6s
a coluna cromatogréfica de (A) de solugdo rica em micelas de SDS e (B) solugdo sem surfactante.

Os valores de LOD e LOQ e os respectivos, ALOD e ALOQ (considerando o
volume de injecdo igual a 40 uL) foram calculados nas situacGes onde se misturou
com a fase movel a solugdo rica em micelas de SDS e a solugdo sem SDS, sendo em
torno de 1,6 vezes maiores no caso da adi¢do da solucdo rica em micelas de SDS. O
MEF for avaliado em termos das razfes das sensibilidades das curvas analiticas e seu
valor seria aproximadamente de 3,1.

O célculo de repetibilidade e da precisao intermediaria foram feitos utilizando
a ANOVA e os resultados indicam que hd uma homogeneidade nas variancias dentro
dos grupos (repetibilidade) e entre os grupos (precisdo intermediaria) para GAL
determinada em ambas situacdes. Todos os valores de repetibilidade e de precisdo
intermediaria encontram-se entre 0,1 e 2%.

Na Tabela 45 sdo apresentados os pardmetros analiticos de mérito, como
LOD, LOQ, faixa de trabalho, equacdo da curva analitica, repetibilidade e preciséo
intermediaria, da GAL em ambas as situacfes de mistura de solucBes na mola de

reacao.
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Tabela 45. Pardmetros de mérito para as abordagens por HPLC com adicdo de solucdo apés coluna
cromatografica.

Com adicéo )
] ] ] Com adicéo
Parametros analiticos de solucdo rica em micelas de
de solugdo sem surfactante
SDS
LOD (ng g™) 40,8 25,0
ALOD (ng) 1,6 1,0
LOQ (ng g™) 60,0 40,8
ALOQ (ng) 2,4 1,6
Faixa de trabalho (ng) 2,9-287,0

Curva analitica
o . y=(851+1)x+ (58,53 +137) y=(277,2+0,8) x + (338 £ 117)
(sensibilidade em ng™)

Rzaiustado 0199 0,99
- M1 0,06 (2) 0,01 (1)
Repetibilidade, em ng
M5 0,6 (0,5) 0,5(0,4)
(CV. %) M10 0,7 (0,3) 2,5 (0,9)
o o M1 0,02 (1) 0,002 (0,1)
Precisdo intermediéria,
M5 0,2 (0,2) 0,08 (0,1)
emng, (CV, %) M10 0,5 (0,2) 0,6 (0.2)

M1: GAL (2,9 ng); M5: GAL (115 ng); M10: GAL (287 ng)

Os ensaios de recuperacdo foram realizados com agua coletada no riacho
localizado na PUC-Rio. A amostra foi fortificada com uma solucdo padréo da GAL e
diluida em fase mével aquosa, na proporcédo igual a 1 parte de amostra para 1,5 partes
de solucdo de composicdo idéntica a da fase mdvel do método. A concentracéo final
de GAL na amostra de 4gua do riacho foi igual a 2,87 ug mL™. As solucées foram
introduzidas, variando o volume de injecdo, no sistema cromatografico nas condicdes
experimentais indicadas na Tabela 44 para a abordagem com adicdo de solucéo rica
em micelas de SDS na mola de reacdo apds a coluna cromatografica. Trés réplicas
auténticas da amostra de agua de matriz de riacho fortificadas foram preparadas.

Na Figura 95 sdo mostrados os cromatogramas da amostra fortificada com
GAL e o respectivo ensaio de branco de amostra (agua de riacho néo fortificado com

0 analito).
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Figura 95. Cromatograma obtido pela introdugdo de amostra de riacho por HPLC usando a abordagem
de mistura de solugdo rica em micelas de SDS na mola de reacdo ap6s a coluna cromatografica: (A)
amostra fortificada com GAL (11,5 ng mL™) e (B) ensaio com branco de amostra. Fase mével de
tamp&o acetato (10 mmol L™; pH 5,0) contendo (Et);N (0,5%) propano-2-ol (2%)/ACN (80/20% viv)
com mistura, na mola de reacdo, de solucdo rica em micelas preparada em tampéo acetato (10 mmol L~
! pH 5,0) contendo SDS (100 mmol L™) e (Et)sN (0,5%) e propano-2-ol (2%) A razdo entre a vazao
da fase movel e a vazdo da solugdo rica em micelas foi igual 0,5/1,0 mL min™. Temperatura da coluna
de 25°C; volume de amostra de 40 pL; detecgdo em 285/330 nm.

A recuperacdo foi avaliada em trés niveis distintos de massa introduzida de
analito correspondentes aos volumes de injecdo de 1, 50 e 90 uL. As recuperacdes,
calculadas sdo apresentadas na Tabela 46. Os valores de recuperacdo obtidos para
GAL (faixa entre 95,0 e 99,1%) em amostra de &gua de riacho ficaram dentro da faixa
de recuperacdo aceitavel de 80 a 120% (MAPA, 2011). O maior desvio resultante da

medida da recuperacdo foi igual a 3,0%.

Tabela 46. Valores de recuperacdo e seus respectivos desvios padrdo para a GAL em &gua de riacho
usando o método de HPLC com adicéo de solucéo rica em micelas de SDS na mola de reacdo ap6s a
coluna cromatogréfica.

Volume de injecéo (uL) Massa de analito introduzida (ng) Recuperacéo (%)
1 2,9 95,0 +3,0
50 143,5 99,7+1,2

90 258,3 99,1+0,3
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