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ACN acetonitrila
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chromatography)

HPTL cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia (high

performance thin layer chromatography)
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Viviane do Nascimento Resumo

Resumo

A cada ano a maléria mata cerca de um milhdo de pessoas. Segundo a OMS, 3,3
bilhbes de pessoas, metade da populacdo mundial, estdo expostas a doenca,
principalmente em paises subdesenvolvidos. Os farmacos utilizados no tratamento
da malaria incluem: cloroquina, primaquina, quinina, mefloquina, doxiclina,
clindamicina e artemisina. A extensa resisténcia do parasita Plasmodium falciparum
ao medicamento sintético cloroquina re-estabeleceu a quinina, um alcalbide
encontrado na planta do género Cinchona, como droga antimalarial. A quinidina, o
diastereoisdmero da quinina, é usada como droga antiarritmica e no tratamento de
fibrilacdo arterial. Os estereoisémeros, cinchonina e cinchonidina, ndo sao usados
como medicamentos, embora mostrem efeitos similares aqueles da quinina e da
quinidina. Os efeitos cardiacos da quinidina impossibilita seu uso como antimalarial.
Outro alcaldide presente na espécie Cinchona € a hidroquinidina, que assim como a
quinidina também apresenta atividade antiarritmica. Os extratos vegetais sdo base
para a producdo de fitoterapicos, porém sem padronizacdo o produto perde
qualidade e a industria ndo pode garantir a eficdcia apregoada ja que desconhece a
concentracdo do principio ativo no produto a venda. A portaria RDC 48/04 de
16.03.04 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabeleceu uma
legislacdo especifica, que se baseia na “garantia da qualidade”, exigindo a
reprodutibilidade dos fitoterapicos produzidos, que s6 pode ser garantida com a
utilizacdo de extratos padronizados. De acordo com essa tendéncia, o objetivo do
presente trabalho é o desenvolvimento de métodos de analise para os principais
alcaléides da Cinchona por eletroforese capilar, podendo ser usada em
caracterizacdo de drogas vegetais, no controle de qualidade de extratos, bem como
em possiveis adulteracdes. As determinacdes dos cinco principais alcaldides da
Cinchona foram realizadas por eletroforese capilar de zona (CZE), utilizando como
eletrolito TEA (1,1% v/v) com pH ajustado para 2,5 com &cido fosférico e 20 mmol L™
de a-ciclodextrina, com tempo total de analise inferior a 12 minutos. A otimizacao
das condi¢cdes de analise foi realizada através da realizacdo de experimentos de
planejamento fatorial 3***, sendo as variaveis do estudo a concentracdo de TEA e de
a-ciclodextrina. Com o uso de seletores quirais também foi desenvolvido um método
para analise confirmatéria dos alcaldides através do acoplamento de eletroforese
capilar a espectrometria de massas, utilizando a estratégia de “partial filling”. Com
objetivo de verificar o efeito do solvente na separacdo dos presentes alcalbides foi
realizado um estudo do mecanismo de separacdo modulada por solvente em meio
micelar (MEKC) e em meio ndo-aquoso (NACE).

Palavras-chave: eletroforese capilar, espectrometria de massas, alcalbides,
Cinchona, cromatografia eletrocinética micelar, eletroforese capilar em meio néo-
aguoso, efeito do solvente.
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Abstract

Every year, malaria kills about one million people. According to OMS, 3.3 billion
people, half of the world population, are exposed to the disease, mostly in
underdeveloped countries. The pharmaceuticals used in the treatment of malaria
include: chloroquine, primaquine, quinine, mefloquine, doxyclyne, clindamicina
and artemisin. The increased resistance of the parasite Plasmodium falciparum to
the synthetic pharmaceutical chloroquine reestablished quinine, an alkaloid found in
the genus Cinchona, as antimalarial drug. Quinidine, the diasteroisomer of quinine,
is used as antiarrhythmic drug in the treatment of arterial fibrillation. The
diastereoisomers cinchonine and cinchonidine are not employed as pharmaceuticals
although present similar effects to quinine and quinidine. The cardiac effects of
quinidine hinders its use as antimalarial. Another alkaloid found in Cinchona is
hydroquinidine, which similarly to quinidine also presents antiarrhythmic activity.
Herbal extracts are the basis of phytotherapic production, however, with no
standardization, the product lacks quality and the industry cannot guarantee its
alleged efficacy, since there is no knowledge of the active principle concentration in
the product put to sale. The ANVISA protocol (RDC 48/04 published on Marchl6,
2004) established a specific legislation based on the “guarantee of quality”, which
demands the reprodutibility of the produced phytotherapic, only achievable with
standardized extracts. Following this tendency, the aim of this work was to develop
methods of analysis for the main alkaloids of Cinchona using capillary
electrophoresis, to apply in the characterization of herbal drugs, in the quality control
of extracts as well as in the searching of possible adulterations. The determinations
of five main alkaloids of Cinchona were carried out by capillary zone electrophoresis
(CZE) using an electrolyte composed of 1.1% (v,v) TEA adjusted to pH 2.5 with
phosphoric acid containing 20 mmol L™ a-cyclodextrin, providing a less than 12 min
total analysis time. The optimization of analytical conditions was conducted
experimentally by a 32 factorial design where the studied variables were TEA and
a-cyclodextrin concentrations. With the use of chiral selectors a confirmatory
analytical method for alkaloids was also developed with the coupling of capillary
electrophoresis and mass spectrometry employing a strategy called “partial filling”.
With the purpose of verifying solvent effects on the separation of the alkaloids under
investigation, studies of the separation mechanism as modulated by solvent in
micelar medium (MEKC), and non aqueous medium (NACE) were conducted.

Keywords: capillary electrophoresis, mass spectrometry, alkaloids, Cinchona,
micellar electrokinetic chromatography, non aqueous capillary electrophoresis,
solvent effects.
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1. Introducéo

1.1 A malaria no mundo

A malaria € uma das doencas que mais mata no mundo; enquanto a dengue
atinge cerca de 50 milhGes de pessoas em mais de cem paises, a malaria a cada
ano atinge cerca de 250 milhGes e leva a cerca de um milhdo de mortes. As pessoas
gue vivem nos paises mais pobres sdo as mais vulneraveis (WHO, 2009)

Apesar de existirem mais de cem mil espécies de plasmddios, apenas quatro
produzem a doenca no homem, sao eles o falciparium, o vivax, o malarie e o ovale.
Sao transmitidos através da picada de mosquitos Anopheles. No Brasil, a malaria é
causada por duas espécies de plasmddios, o vivax, que causa uma forma mais
branda da doenca e o falciparium, causador da forma mais grave (Andrade-Neto et
al., 2003).

Atualmente, no Brasil, sdo utilizados como medicamentos para combate a
malaria a cloroquina, a primaquina, a quinina, a mefloquina, a doxiclina, a
clindamicina ou a artemisina. Aos poucos 0 parasita vai desenvolvendo resisténcia
aos medicamentos. Diversas sdo as acdes para erradicar a malaria, pois mais do
que uma doenca tropical, a malaria é uma doenca que atinge paises
subdesenvolvidos (WHO, 2009).

A quinina, isolada ou em associag0es farmacéuticas, tem se re-estabelecido
como medicamento anti-malarial a partir da década de 60, com o surgimento de
resisténcia do P. falciparum a cloroquina (Gatti et al., 2004). A quinina foi o primeiro

medicamento utilizado para o tratamento da maléria; a principal fonte do composto é
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a casca da espécie Cinchona. A utilizacdo de plantas no tratamento de diversas

doencas no mundo é realizada desde os primordios da humanidade.

1.2 Plantas

O uso dos vegetais, minerais e animais como alimento, medicamento ou
cosmético, perde-se com a histéria do ser humano, e hoje se pode dizer que o
habito de recorrer as virtudes curativas de certos vegetais foi uma das primeiras
manifestacfes do esforco do ser humano para compreender e utilizar a natureza
(Braquet e Hosford, 1991; Veiga et al., 2005).

As plantas representaram durante séculos a Unica fonte de agentes
terapéuticos para o homem. No inicio do século XIX, com o desenvolvimento da
quimica farmacéutica, as plantas passaram a representar a primeira fonte de
substancias para o desenvolvimento de medicamentos (Hostettman et al., 2003).

Documentos sumeérios de 5000 a.C. referem-se a papoula (P. somniferum) e
tabuas assirias descrevem suas propriedades. As primeiras descricdes sobre
plantas feitas pelo homem remontam as sagradas escrituras e ao papiro de Ebers.
Este papiro foi encontrado préximo da casa mortuaria de Ramses Il, porém pertence
a época da XVIII dinastia. Enumera mais ou menos 100 doencas e descreve um
grande numero de drogas de natureza animal e vegetal (Pinto et al., 2002). Durante
o periodo anterior a era cristd que ficou conhecido como civilizacdo grega, varios
fildsofos podem ser destacados por suas obras sobre historia natural. Dentre esses,
sobressaem-se Hipocrates, considerado o pai da medicina moderna, que se
caracterizou por tomar a natureza como guia na escolha dos remédios. Na idade
média, no periodo entre 450-1000, conhecida como a “ldade Tenebrosa” devido ao

obscurismo religioso da ciéncia nesta época, a preocupacao teoldgica invadiu os
2



Viviane do Nascimento Introducdo

espiritos e somente a partir do séc. VIl a ciéncia readquiriu importancia, entre os
arabes principalmente (Viegas et al., 2006).

A civilizacdo arabe trouxe importantes contribuicdes a medicina natural. A ela
deve-se 0 emprego dos purgativos vegetais e o conhecimento do sabor doce da
urina dos diabéticos. No séc. X impde-se 0 nome do meédico islamico Avicena,
estudioso botéanico, criador de um tratado sobre medicamentos cardiacos. Sua obra
mais importante, Canon, foi durante muito tempo o texto médico mais popular da
Europa. Outra figura importante e muito polémica foi Paracelso (1493-1541), que
criou a assinatura dos corpos, segundo a qual a atividade farmacoldgica de uma
planta estaria relacionada com seu aspecto morfolégico. Assim a serpentaria, erva
cuja aste lembra o corpo de uma serpente serviria para curar picadas de cobra
(Alfonso-Goldfarb, 2001).

As grandes navegacOes trouxeram a descoberta de novos continentes,
trazendo ao mundo moderno um grande arsenal terapéutico de origem vegetal até
hoje indispensavel a medicina (Alfonso-Goldfarb, 2005). O isolamento das primeiras
substancias puras do reino vegetal comeca a acontecer no séc. XVIIl. Em 1821,
Pelentier e Caventou descreveu o isolamento da quinina, dez anos antes o médico
portugués Bernardino Antonio Gomes isolou a cinchonina da quina proveniente do
Brasil. O final dos anos vinte e toda a década de trinta pode ser caracterizada pelo
grande numero de trabalhos de isolamento e a identificacdo de substancias de
natureza esteroidal. Gracas principalmente aos estudos de Wieland e Windaus e
colaboradores o principal representante desta classe, o colesterol, teve sua estrutura
determinada. Esta década e a seguinte sdo bastante marcadas pela sintese de

diversos compostos, como por exemplo, da quinina em 1945 por Robinson e
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Woodward (Pinto et al., 2002).

A introducdo dos métodos espectroscopicos e das diferentes modalidades de
cromatografia na fitoquimica alterou gradualmente os objetivos e a filosofia dos
trabalhos de isolamento e de determinacdo estrutural de Produtos Naturais. A
utiizacdo de meétodos espectroscopicos em identificacdo estrutural permitiu a
reducdo das quantidades de material necessario para a analise e possibilitou, ao
mesmo tempo, a determinacdo em curto espaco de tempo de estruturas complexas
com varios centros esterogénicos.

Nos dias atuais, os produtos naturais tém grande importancia na economia
mundial. O mercado mundial de fitoterapicos movimenta cerca de US$ 22 bilh&es
por ano e vem seduzindo a cada ano mais adeptos nos paises desenvolvidos. Nos
EUA o setor faturou cerca de US$ 6 bilhdes e US$ 8,5 na Europa, sendo a
Alemanha, de longe, o maior mercado mundial de fitoterapicos (Pinto et al., 2002).

Atualmente, apesar do grande desenvolvimento da sintese organica e de
Nnovos processos biotecnologicos, 25% dos medicamentos prescritos nos paises
industrializados séo originarios de plantas, sendo que cerca de 120 compostos de
origem natural obtidos de aproximadamente 90 espécies vegetais compdem este
cenario (Hostettman et al., 2003). Atualmente, atencdo especial € dada ao estudo
cientifico dos fitoterapicos, buscando-se recursos disponiveis e renovaveis que
permitam uma atividade sustentavel. Apenas cerca de 14% dos recursos vegetais
disponiveis sdo conhecidos adequadamente. Considerando as plantas superiores
temos atualmente cerca de 250.000 espécies no planeta, sendo que
aproximadamente 55.000 localizam-se no Brasil, que conta com a maior

biodiversidade do planeta, sendo apenas 2% conhecida (Baby et al., 2005).
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A sintese de compostos essenciais para a sobrevivéncia dos vegetais, tais
como acgucares, aminodacidos, &acidos graxos, nucleotideos e seus polimeros
derivados, faz parte do metabolismo primario das plantas. Os metabdlitos
secundarios por sua vez sao produzidos a partir de um numero relativamente
pequeno de compostos intermediarios chaves, oriundos de rotas metabolicas
primarias, as quais sdo similares em todos os organismos, podendo ser chamadas
de anabdlicas e catabdlicas (Simoes et al., 2007).

Analisando apenas os metabdlitos secundarios obtidos de espécies lenhosas
que tiveram alguma atividade biologica determinada, encontramos indmeros
compostos naturais ativos, distribuidos em dezenas de classes distintas de
substancias quimicas. A Figura 1.1 ilustra a distribuicdo dessas substancias nas
classes mais conhecidas e importantes de metabdlitos secundarios, sendo que sao
conhecidas cerca de 350 estruturas de alcaldides com atividade farmacologica, o
que faz dessa classe de metabdlitos secundarios uma das mais importantes fontes

de possiveis medicamentos para o homem (Di Stasi, 1995; Hostettman et al., 2003).
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Figura 1.1. Distribuicdo de substancias naturais ativas de espécies lenhosas, nas classes quimicas

de metabdlitos secundarios (Di Stasi, 1995).

1.2.1 Alcaldides

Os alcaldides sdo um grupo de substancias naturais, que possuem um
heteroatomo (-N-), responsavel pela sua basicidade (Hostettman et al., 2003;
Simdes et al., 2007). Por ser um grupo tdo vasto, e por apresentar diferentes
esqueletos estruturais, convencionou-se dividir tal classe em subgrupos levando em
consideracao sua origem a partir do amino—acido precursor (Figura 1.2) (Simdes et

al., 2007).
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Figura 1.2. Algumas classes de alcalbides e exemplos

A toxicidade de alguns grupos de alcaldides para espécie humana esta bem
descrita na literatura, assim como sua importancia na medicina moderna como
agentes antimicrobianos, hipertensores, psicotropicos, sedativos, analgésicos,
dentre outros (Simdes et al.,, 2007) Um exemplo é a pilocarpina, encontrada no
jaborandi (Pilocarpus jaborandi H. ), arbusto endémico nas regides Norte e Nordeste
do Brasil, o qual € amplamente usado como agente colinérgico na medicina
tradicional e estimulante do crescimento capilar na cosmetologia. Um outro exemplo
consiste na papoula (Papaver somniferum L. - Papaveraceae), de onde € extraido o
opio, conhecido ha séculos por suas propriedades soporificas e analgésicas
(Hostettman et al., 2003). Substancias como a quinina, quinidina, cinchonina e
cinchonidina, reconhecidos como agentes antimalaricos, sao exemplos de alcaldides
da classe dos quinolinicos. Esses alcaldides podem ser obtidos de varias espécies

de plantas do género Cinchona (Di Stasi, 1995).
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1.2.1.1 Género Cinchona

O género Cinchona abrange cerca de 40 espécies pertencentes a familia das
Rubiaceae. Crescem na parte oriental da floresta amazénica, entre 1.500 e 3.000 m
de altitude, cada arvore pode atingir até cerca de 20 m de altura (Andrade-Neto et
al., 2003; Hostettman et al., 2003). Os alcalodides da Cinchona sdo um grupo de 35
bases, que ocorrem na casca das espécies Cinchona e Remija. A Cinchona é nativa
da América do sul, sendo cultivada na Bolivia, Peru, Costa Rica, Equador, Colémbia,
Indonésia, Tanzania, Kenia e Sri Lanka. A utilidade da arvore foi aprendida pelos
missionarios jesuitas, que introduziram a casca na Europa (McCalley, 2002).

Diferentes espécies de Cinchona foram usadas como fontes comerciais, mas
a grande variacdo no indice de alcaloides favoreceu o cultivo de trés principais
espécies. A espécie C. succirubra fornece o que € chamado de casca vermelha, C.
ledgeriana fornece a chamada casca marrom, e C.calisaya da origem a casca
amarela. Os hibridos selecionados podem render até 17% de alcaldides totais.

Os principais alcaldides da Cinchona sdo quinina, quinidina, cinchonina e
cinchonidina (Figura 1.3). Em média a casca da Cinchona contém 7-12% de
alcaldides totais, sendo que a quinina conta com 70-90% desse total, cinchonidina 1-

3% e quinidina perto de 1% (McCalley, 2002).



Viviane do Nascimento Introducdo

H H \
/ H,C”™ H,C~

N N
HO HO. 47
H H H
H3CO N H3CO N HsC
N7 N7
Ho. 4N
QUININA QUINIDINA H
H3CO N
H
H,C™ H,C” N7
HIDROQUINIDINA
N N
HO
H HO. 4
H N H N
—

N N7
K CINCHONINA CINCHONIDINA /

Figura 1.3. Estrutura dos principais alcal6ides da espécie Cinchona.

Os alcaldides da Cinchona, que incluem os farmacos quinina e quinidina,
continuam tendo ampla variedade de usos importantes. A extensa resisténcia do
parasita Plasmodium falciparum ao medicamento sintético cloroquina re-estabeleceu
a quinina como droga antimalarial. Outra vantagem da quinina com relacdo aos
derivados sintéticos sao seus precos relativamente baixos e a grande
disponibilidade. A quinina também € usada como aromatizador amargo em bebidas
e em muitos alimentos, antidiarréico, bem como em comprimidos de paracetamol,
como um antipirético (McCalley, 2002; Tsimachidis et al., 2008). A quinina tem
também efeito relaxante muscular (Tsimachidis et al., 2008), sendo utilizada para
este fim em pessoas que sofrem de céibra noturna, que corresponde a uma
condicéo dolorosa que afeta principalmente idosos.

A quinidina, um diastereoisbmero da quinina, € usada como droga
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antiarritmica e no tratamento de fibrilacdo arterial. Aproximadamente metade do
mercado mundial da quinina € usada para a sintese da quinidina (McCalley, 2002). A
quinidina é absorvida rapidamente pelo trato gastrointestinal e a overdose pode ser
perigosa, conduzindo a parada diastélica.

Os estereoisdbmeros, cinchonina e cinchonidina, ndo sdo usados como
medicamentos, embora mostrem efeitos similares aqueles da quinina e da quinidina
(Gatti et al., 2004). A quinidina, a cinchonina e a cinchonidina tém também
propriedade antimalarial, mas estes alcaldides ndo sdo tdo eficazes quanto a
quinina. O efeito cardiaco da quinidina impossibilita seu uso como antimalarial
(McCalley, 2002).

Devidos aos altos custos dos métodos sintéticos para obtencdo da quinina, a
casca da Cinchona continua sendo a fonte preliminar deste composto. Os
procedimentos analiticos sdo necessarios, por exemplo, para avaliar a qualidade da
casca da Cinchona, que é colhida geralmente ap06s 7 a 12 anos de crescimento
(McCalley, 2002). Apesar de haverem valores meédios dos alcaldides contidos na
casca da Cinchona, esses valores estdo sujeitos a variacbes ocasionais, o que pode

levar a baixos teores e consequentemente a cascas com baixo valor comercial.

1.2.1.2 Determinacao dos principais alcaldides presentes na Cinchona

Em termos de metodologia analitica, a literatura € vasta no que se refere a
determinacdo dos principais alcaldides presentes na casca da Cinchona,
principalmente com uso de detectores do tipo UV. Nao ha davidas de que no ambito
da deteccdo por UV pode ser melhorada consideravelmente pelo uso de

instrumentos com fotodiodos (DAD), que sdo capazes de gerar espectros de cada
10
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substancia, assim como 0s picos cromatograficos convencionais. A deteccdo que
tem se mostrado bastante promissora na determinacéao dos alcaléides da Cinchona
€ a espectrometria de massas, pois fornece informacdes estruturais dos compostos
analisados. O acoplamento da espectrometria de massas com técnicas
cromatograficas tem apresentado excelentes resultados, e tem sido bastante
utilizado principalmente com cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
(Abdulrahman et al., 1991; Giroud et al., 1991). A fluorescéncia induziada por laser
(LIF) tem sido pouco explorada como modo de deteccdo para analise dos presentes
alcaldides. A deteccdo por fluorescéncia apresenta uma boa sensibilidade para
quinina e quinidina, mas a baixa ou auséncia de fluorescéncia para muitos outros
alcaloides tem limitado o uso desta técnica. No entanto, vem sido utilizado como
modo de deteccdo para HPLC em estudos biomédicos, que envolvem analises
destes alcalbéides em fluidos biolégicos (Feas et al., 2009).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia é a técnica de separacdo mais
utilizada na determinacao dos alcaldides da Cinchona em diferentes matrizes, como
extrato vegetal, bebidas, cosméticos e fitoterapicos (Sarsunov.M e Hrivnak, 1974;
Bauer e Untz, 1980; Johnston et al., 1980; Mccalley, 1983b, a; Smith, 1984;
Verpoorte et al., 1984; Mccalley, 1986, 1990; Kabulov et al., 1991; Theodoridis et al.,
1995; McCalley, 2002; Gatti et al., 2004; Horie et al.,, 2006; McCalley, 2008;
Hoffmann et al., 2009).

Outras técnicas cromatograficas que a literatura reporta para determinagao
dos alcal6ides da Cinchona s&o cromatografia gasosa (GC) (Sarsunov.M e Hrivnak,
1974; Verzele, 1980), TLC e HPTLC (Coenegracht et al., 1991; Mroczek e

Glowniak, 2000).

11
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A eletroforese capilar tem conquistado a atencdo da comunidade cientifica
internacional como uma poderosa técnica alternativa para separacao e analise de
compostos de interesse industrial, farmacéutico, clinico, e ambiental (Tavares,
1996).

Apesar do crescente desenvolvimento da técnica de eletroforese capilar nos
altimos anos, foi encontrado em nossa compilacdo bibliografica apenas quatro
trabalhos referente a separacdo dos quatro alcaldéides majoritarios presentes na
casca de espécies do género Cinchona (Ozaki et al., 1995; Akada e Kurogi, 1997;

Zimina et al., 1997; Tsimachidis et al., 2008).

12
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2. Objetivos

O presente trabalho tem por objetivo apresentar o desenvolvimento de
método para determinacdo dos principais alcaldéides da espécie Cinchona em
extratos vegetais e fitoterapicos por CE-DAD e confirmacao estrutural por CE-MS,
bem como estabelecer o efeito do solvente na separagdo dos presentes alcaldides

por estudos em meio micelar (MEKC) e meio ndo-aquoso (NACE).

13
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3. Método CE-DAD para determinacéo dos alcalbides da

Cinchona

3.1 Introducéao

3.1.1 Eletroforese Capilar

A eletroforese capilar € uma técnica de separacdo baseada na migragédo
diferenciada de compostos ibnicos ou ionizaveis, ou através da interagéo diferencial
de compostos neutros com aditivos carregados (micelas, ciclodextrinas, etc), em um
campo elétrico (Baker, 1995; Tavares, 1996; Landers, 2008). Com relacdo a outras
técnicas de separacdo em meio liquido, como cromatografia liquida de alta
eficiéncia, a técnica de eletroforese capilar tem como uma das grandes vantagens a
facilidade com que se pode efetuar separacdes de compostos quirais (Vespalec e
Bocek, 1999). Nesta técnica utiliza-se para tal apenas a adicdo de seletores quirais
(ciclodextrinas, sais de bile, éteres coroa, entre outros) a um eletrélito de pH
adequado, sem a necessidade de se ter colunas especificas, como no caso da
HPLC, pois todos os possiveis modos de eletroforese podem ser operados no
mesmo capilar de silica fundida (Tavares, 1996).

Na eletroforese capilar a separacéo é conduzida em tubos com dimensées de
15 a 100 um de diametro interno, e 30 a 100 cm de comprimento, preenchidos com
um eletrélito condutor, e submetidos a acdo de um campo elétrico (Figura 3.1). O
uso do capilar oferece muitas vantagens sobre outros meios utilizados para
eletroforese (placas de gel, papel, etc). Devido a fatores geométricos (a relacao
entre a area superficial interna e volume é apreciavelmente grande) um capilar

possibilita a dissipacéo eficiente do calor gerado pela passagem da corrente elétrica.
14
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Além disso, a alta resisténcia elétrica do capilar permite o estabelecimento de
campos elétricos elevados (100 a 500 V/cm), resultando em separacdes de alta
eficiéncia (geralmente excede a 10° pratos tedricos), resolucdo inigualavel e tempos
de analise apreciavelmente curtos. Outras vantagens de eletroforese capilar sao:
volumes de injecéo tipicamente da ordem de 1 a 10 nL e a possibilidade de injecéo
e deteccdo em fluxo (Tavares, 1997).

Outra vantagem € a compatibilidade com uma variedade de sistemas de
deteccdo disponiveis para cromatografia liquida, como absor¢do no UV-VIS,
fluorescéncia, métodos eletroquimicos, condutividade, e espectrometria de massas

(Tavares, 1996).

Alta

Tensao

Eletrélito

{1t

)

Eletroélito

Figura 3.1. Montagem esquematica para eletroforese capilar (Moraes, 2008)
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3.1.2 Eletroforese Capilar em Solugéao livre (CZE)

A eletroforese capilar em solugcdo livre é um dos modos de separacdo
eletroforética mais usados, provavelmente em razdo da facilidade de sua
implementacédo e otimizacdo das condicbes experimentais (Tavares, 1997). A
eletroforese capilar em solucéo € a técnica de separacdo efetuada em capilares e
baseada somente nas diferencas entre as mobilidades de espécies carregadas
(analitos), em eletrdlitos. Estes podem conter aditivos, como ciclodextrinas,
complexantes ou ligantes, que interagem com os analitos e alteram suas
mobilidades eletroforéticas (Da Silva et al.,, 2007). As diferentes mobilidades
eletroforéticas resultam em diferentes velocidades de migracdo de espécies idnicas
no eletrdlito, contido dentro do capilar. O mecanismo de separacdo € baseado nas

diferencas da raz&o carga/ massa dos solutos em um dado pH (Baker, 1995).

3.2 Parte Experimental

3.2.1 Instrumentacéo

Os experimentos foram conduzidos em um sistema de eletroforese capilar
(modelo HP3PCE, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA), equipado com fonte de
alta tensdo (0-30 kV), com detector de arranjo de diodos, e com programa de
aquisicao e tratamento de dados (HP ChemStation, ver A.06.01). O equipamento
possui um sistema de refrigeracdo do capilar por circulacdo de ar forcado que
possibilita o controle da temperatura interna do capilar. As amostras e solucdes

padrdo foram injetadas hidrodinamicamente (50 mbar durante 5 s) e o sistema de
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eletroforese operado em polaridade normal com tensdo constante de 30 kV. Foi
utilizado um capilar de silica fundida (Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, EUA),
revestido externamente com polimida, com dimensdes de 50 um de diametro interno
e 48,5 cm de comprimento total e 40 cm até o detector. O capilar foi submetido a
condicionamentos iniciais sempre que utilizados, através de lavagens realizadas por
pressdo de aproximadamente 940 mbar, com hidréxido de sédio 1,0 mol L™ durante
10 minutos, seguido de 4gua deionizada durante 10 minutos e 5 minutos de eletrdlito
de corrida. No intervalo entre as corridas o capilar foi recondicionado com lavagens
durante 5 minutos com o eletrélito de corrida. Ao término das analises o capilar foi
lavado com hidréxido de sédio 1,0 mol L™ durante 10 minutos e por 10 minutos com
agua deionizada. O capilar permaneceu preenchido com agua deionizada para

armazenamento do mesmo.

3.2.2 Reagentes e solucdes

Todos reagentes utilizados sdo de grau analitico e a agua deionizada foi
purificada através de um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EUA). Os padrdes
de quinina, quinidina, cinchonidina e hidroquinidina foram obtidos da Sigma Aldrich
(St Louis, MO, U.S.A.) e cinchonina da Avocado Research Chemical (Heisham,
Lancs., U.K.). Foram preparadas solucbes estoque dos padrbes dos alcaloides
quinina, quinidina, cinchonina, cinchonidina e hidroquinidina nas concentracdes de
1000 pg.mL™ em &lcool etilico e armazenadas sob refrigeracdo de 4 °C. Foram
preparadas solucdes estoque de trietilamina (TEA) 1% e 2% (v/v) com pH ajustado

para 2,5 com &cido fosforico. Os eletrdlitos de corrida foram preparados diariamente
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através da diluicdo da solucdo estoque e posterior diluicdo da a-ciclodextrina sob
efeito do ultra-som durante 10 minutos. A composicdo do eletrélito de corrida
consiste em trietilamina 1,1% (v/v) com pH ajustado para 2,5 com acido fosférico e

20 mmol L™ de a-ciclodextrina.

3.2.3 Preparo de amostra

Os extratos das espécies C. calisaya (Quimer — ervas e especiarias) e
C.succirubra (Quimer — ervas e especiarias) foram preparados sob efeito de ultra-
som e extracdo em sistema soxhlet.

O extrato foi preparado com a utilizacdo de 500 mg de casca de C. calisaya e
C. succirubra, previamente seca a 50 °C durante doze horas e pulverizada, em 60
mL de liquido extrator &gua /etanol 1:1 e colocado sob efeito de ultra-som durante 20
minutos.

Para extracao utilizando aparelho Soxhlet foram utilizadas 4 g da casca da
planta previamente seca e pulverizada, utilizando 120 mL de etanol e 1,5 mL de
hidréxido de sédio 1 mol L™. A extracdo em sistema Soxhlet foi realizada durante
cinco horas.

Posteriormente os extratos foram filtrados e armazenados sob refrigeracéo de
4 °C. Nas determinacg@es dos alcaldides os extratos foram diluidos em dez vezes.

O extrato vegetal de origem comercial (Farma Service Bioextract) é uma
preparacdo em &gualglicerol, enquanto que o extrato vegetal comercializado na
forma de fitoterapico, que tem Agua Inglesa (Catarinense) como nome comercial €

7

uma preparacdo em etanol. O fitoterdpico é resultado do extrato vegetal da
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Cinchona calisaya e associacdes com outros extratos vegetais. O extrato vegetal
comercial foi armagenado sob refrigeracdo de 4 °C, enquanto que o fitoterapico a

temperatura ambiente (15 a 30 °C), como indicado pelo fabricante.

3.3 Desenvolvimento do Método

3.3.1 Selecdo de variaveis

O método para determinacdo dos principais alcaldides presentes no género
Cinchona foi desenvolvido em eletroforese capilar com detector de arranjo de diodos
utilizando ciclodextrina na composi¢éo do eletrdlito.

Devido ao carater basico que possuem os alcaldides, os mesmos podem ser
analisados por eletroforese capilar através de alteragdes no pH, onde sua carga e
consequentemente sua mobilidade sao alteradas. Os valores de pKas encontrados
para os presentes alcaldides sdo: quinina — pKa; 5,07 e pKa, 9,7; quinidina — pKa;
5,4 e pKaz 10,0; cinchonina — pKa; 5,85 e pKa,; 9,92; cinchonidina — pKa; 5,80 e
pKa, 10,03.

De modo a se obter uma separacgéao robusta e reprodutivel, o meio deve estar
tamponado. Em pH em torno de 2,5 as moléculas dos alcaldides encontram-se
ionizadas positivamente devido a presenca do grupo amina, que € protonado, o que
permite sua migracdo até o detector, quando submetidas a acdo do campo elétrico.
Escolheu-se o fosfato como parte do eletrdlito de corrida. Este foi escolhido por
possuir alta capacidade tamponante na faixa de pH de interesse entre 1,2 e 3,2;
além de 6,21 e 8,21; 11,32 e 13,32;. Com isso, 0 cétion (co-ion) para compor o
eletrdlito devera apenas possuir mobilidade semelhante a dos analitos ja que o anion

que constitui o eletrdlito atuara como tampéao.
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A necessidade da utilizacdo de um cation com mobilidade semelhante a dos
analitos para compor o eletrolito de corrida se da devido a possibilidade de ocorrer
eletrodispersdo. A otimizacdo da separacao por eletroforese capilar ndo se baseia
apenas na obtencdo da separacdo dos analitos. Pode-se obter a separacdo dos
analitos, porém com uma resposta insatisfatéria no sentido de detectabilidade ou
dificuldade de integracdo dos picos obtidos. Essas sdo consequéncias dos efeitos
eletrodispersivos que podem ocorrer com 0s analitos.

O efeito eletrodispersivo se manifesta formando picos com cauda frontal ou
cauda. O formato do pico ocorre como resultado da diferenca de condutividade entre
a zona do analito e o eletrolito de corrida. Diferencas na condutividade podem estar
presentes como resultado de diferencas nas mobilidades do analito com respeito ao
co-ion do eletrdlito de corrida, ou como resultado de diferenca na concentracdo entre
a zona do analito e o eletrdlito de corrida. (Weston e Brown, 1999). Quando o analito
tem uma mobilidade maior do que o co-ion do eletrdlito de corrida a extremidade
inicial da zona do analito sera difusa e a extremidade final sera acentuada; este
efeito no formato do pico ocorre, pois 0 campo elétrico na zona do eletrélito de
corrida € maior que no centro da zona do analito, com iSsO 0s ions que se
encontram distantes do centro da zona do analito sdo acelerados levando a
formacéo de picos com cauda frontal (Baker, 1995). Por outro lado, quando o soluto
tem mobilidade menor do que o co-ion no eletrdlito de corrida, a extremidade inicial
sera acentuada e a extremidade posterior sera difusa, isso porque o campo elétrico
no centro da zona do analito sera maior que na zona do eletrolito de corrida, com
iISSO 0s ions que se encontram na extremidade posterior serdo acelerados, levando a

formacdo de picos com cauda (Weston e Brown, 1999).
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Quando as condutividades sdo equivalentes ndo ocorre dispersdo do pico,

como mostrado na Figura 3.2.

Detector Detector Detector
Mobilidades Mobilidades Mobilidades
Baixa Alta Baixa Equivalentes Alta Baixa Alta
+ - + - +
a) . b) I C)

ZonadaAmostra ZonadaAmostra Zonada Amostra

N

Figura 3.2: Efeito eletrodispersivo. a) zona do analito com condutividade maior que da zona do

eletrdlito de corrida; b) zona do eletrélito e do analito com condutividades equivalentes; c) zona do

analito com condutividade menor que do eletrolito de corrida.

O eletrolito de corrida deve ter uma condutividade semelhante a da zona da
amostra; ainda, a mobilidade eletroforética do co-ion deve ser semelhante a do
analito de interesse, para que o efeito eletrodispersivo seja minimizado. Quando em
uma mesma corrida temos diversos analitos, portanto diferentes mobilidades,
devemos ajustar a mobilidade do eletrélito mais préxima possivel da média das

mobilidades dos analitos. Desta forma os picos sofrerdo uma eletrodispersao baixa,
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levando a grande detectabilidade, minimizacdo de erros de integracdo do pico e
melhor reprodutibilidade do método.

Para compor o eletrélito de corrida, a TEA (trietilamina) foi escolhida como co-
ion. Por possuir mobilidade proxima da média das mobilidades dos analitos,
minimizando assim os efeitos eletrodispersivos. Além disso analitos que possuem
grupamentos amina podem ser adsorvidos na parede do capilar; uma forma de
minimizar esse tipo de interacdo é a adicdo de certas aminas ao eletrdlito, a quais
interagem preferencialmente com os grupos silandis da parede do capilar,
competindo com a adsorcdo do préprio analito. Um composto comumente utilizado
com essa finalidade € a trietilamina (TEA), que ndo absorve na regidao do UV/Vis e
no pH utilizado encontra-se carregada positivamente.

Portanto para separacdo dos presentes alcaloides foram testados eletrélitos
contendo diferentes propor¢cées de TEA, com pH ajustado para 2,5 com acido
fosforico.

Uma vez que os alcaldides a serem analisados constituem dois pares de
diastereoisdmeros ndo é possivel obter-se nem pela diferenca nas massas, nem
pela mobilidade eletroforética uma separacdo satisfatoria. Dessa forma faz-se
necessaria a adicdo ao eletrélito de uma espécie capaz de promover uma migracao
diferencial dos diastereocisdmeros, sendo que sem a qual ndo € possivel a sua
discriminacédo. Tais aditivos podem ser tensoativos carregados ou neutros, éteres
coroa, ciclodextrinas, etc (Tavares, 1997).

As ciclodextrinas (CD’s) séo oligossacarideos ciclicos formados por moléculas
de D-glicose unidas através de ligacGes glicosidicas a(1-4), obtidas a partir da
degradacgdo enzimatica do amido (Figura 3.2). As CD’s mais conhecidas séo as a, 3
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e y - ciclodextrinas, constituidas por 6, 7 e 8 unidades de glicose, respectivamente,
que adotam conformacdo de cadeia (Gubitz e Schmid, 2001). A molécula de
ciclodextrina tem uma cavidade hidrofébica e uma superficie externa (anel)
hidrofilica. O anel contém de doze a dezoito grupos hidroxila secundarios
(dependendo do numero de unidades de glicose na estrutura) (Schneiderman e
Stalcup, 2000). Uma variedade de compostos solaveis e insollveis em agua pode se
encaixar na cavidade quiral hidrofébica da molécula da ciclodextrina, formando
complexos com diferentes estabilidades (Luong e Nguyen, 1997; Lurie, 1997).

Estes complexos formados levam a separagdes de moléculas quirais devido a
interacdo do grupo hidrofobico do analito com o interior da cavidade hidrofébica da
CD, formando complexos de inclusdo e, também, pelas interacdes externas com 0s
grupos hidroxila que estdo dispostos na estruturas das CDs, interacées do tipo
dipolo-dipolo. As ciclodextrinas possuem diferentes graus de afinidade pelo analito,
com isso, 0 analito tera seu tempo de migracdo alterado, levando assim a

diferenciacdo de um possivel par critico.
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Figura 3.3. Estrutura quimica e modelo das ciclodextrinas a-CD, B-CD, y-CD (Silva, 2008).

Como o eletrdlito de corrida utilizado estd em pH 2,5 as ciclodextrinas neste
meio (fluxo eletrosmatico reduzido), tendem a ficarem estaticas no interior do capilar,
guando se aplica um determinado campo elétrico. Com a passagem dos alcalbides
carregados positivamente, estes formam complexos transitorios com as

ciclodextrinas, sendo que cada diasteroisbmero sofre interagcdes diferentes com as
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ciclodextrinas, o que leva a uma modificacdo de sua mobilidade, culminando com
uma possivel resolucdo dos pares de isbmeros. A molécula do analito quando
complexada a ciclodextrina migra na mesma velocidade do fluxo eletrosmdético, pois
estas sdo neutras. Com isso, a velocidade do analito tem um componente do vetor
da velocidade do fluxo eletrosmotico, aléem da propria velocidade eletroforética
analito, ja que o complexo formado é labil, sendo governado por um equilibrio.

Foram testados os desempenhos das o, e y — ciclodextrinas. Foram
realizados experimentos utilizando a mesma porcentagem de TEA (0,8% v/v) para
composicdo do eletrélito e a mesma concentracdo de ciclodextrina (10 mmol L™),
variando o tipo da ciclodextrina para verificar o efeito de cada uma delas sobre a
separacdo dos alcaldides da Cinchona. As Figuras 3.4, 3.5 e 3.6, apresentam 0s

eletroferogramas obtidos, com o uso das a, 3 e y-ciclodextrinas, respectivamente.

35 cinchonidina OL'CD

301
25

] quinina | cinchonina

quinidina
101

5 *
A A~—/\

1 2 3 4 5 6 7 8 9 min

. J

Figura 3.4. Eletroferograma da mistura de padrdes dos alcaldides da Cinchona (40 pg mL™). Eletrélito

de corrida: 0,8% (v/v) TEA com pH ajustado para 2,5 com &cido fosférico, 10 mmol L™ a-ciclodextrina.
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Figura 3.5. Eletroferograma da mistura de padrdes dos alcaldides da Cinchona (40 mg mL™).

Eletrélito de corrida: 0,8% (v/v) TEA com pH ajustado para 2,5 com acido fosférico, 10 mmol L™ B-

ciclodextrina.
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Figura 3.6. Eletroferograma da mistura de padrdes dos alcaldides da Cinchona (40 mg mL™).

Eletrélito de corrida: 0,8% (v/v) TEA com pH ajustado para 2,5 com acido fosférico, 10 mmol L™ y-

ciclodextrina.

Pode-se observar nos eletroferogramas que para a solucdo padrdo dos

alcaloides, as diferentes CDs influenciam o tempo de migracdo dos analitos, pois

verificamos que em uma mesma concentracdo das a, e y-ciclodextrinas, diferentes
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tempos de migracdo dos analitos, bem como diferentes resolu¢des, foram obtidos. O
uso da a e B - ciclodextrinas levaram a resolucdo em linha de base de todos os
analitos na concentragdo testada, enquanto que nesta concentracdo o uso da y-
ciclodextrinas ndo levou a separacdo dos analitos. Poréem a a—-CD apresentou
melhores resultados quanto a resolucdo dos analitos, mesmo despendendo maior
tempo de analise em relacdo a B-CD; a a-CD foi entéo selecionada para ser utilizada
como seletor na separacdo dos alcaldides da Cinchona. No extrato da casca da
planta estdo presentes outros compostos, que possivelmente possuem estruturas
semelhantes a dos alcalbéides aqui estudados, e podem co-migrar com os analitos
que estdo sendo determinados e prejudicar a analise quantitativa. Outra vantagem
no uso da a-ciclodextrina como seletor € a maior solubilidade em agua em relacéo a
B-ciclodextrina. Enquanto levamos cerca de 30 minutos para dissolver a -
ciclodextrina, levamos cerca de 10 minutos para dissolver a a-ciclodextrina.

Depois de selecionada a a-ciclodextrina como aditivo, foram realizados
experimentos de modo a otimizar a composicdo do eletrdlito, visando diminuir o
tempo de analise sem comprometer a resolucdo. Para tanto se utilizou o

planejamento fatorial como ferramenta.
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3.4 Utilizacdo de planejamento fatorial e metodologia de superficie de

resposta para obtencado de 6timos de separacao

3.4.1 Planejamento Fatorial

Primeiramente em um planejamento fatorial € necessario definir quais sdo os
fatores e as respostas de interesse. Os fatores sdo as variaveis que o0
experimentador tem condicbes de controlar. Em relacdo aos fatores € necessario
determinar as variaveis de interesse e em seguida em quais niveis estas variaveis
serdo estudadas, normalmente estas variaveis sao utilizadas em dois niveis, o nivel
mais baixo (-1) e o nivel mais alto (+1). Utilizando as variaveis e os niveis escolhidos
sado realizados experimentos gerados a partir das combinacdes destas variaveis.
Esse tipo de fatorial € conhecido como fatorial completo. Portanto para um
planejamento fatorial com n variaveis e 2 niveis sdo executados 2" experimentos.
Desta forma € possivel avaliar o efeito de cada variavel individualmente, bem como
o efeito da interacdo entre elas. Outro tipo de planejamento é o planejamento com
ponto central, onde sdo realizados experimentos no nivel 0 da variavel, esse nivel é
médio entre as variaveis de nivel (+1) e (-1). A adicdo do ponto central tem por
objetivo determinar erros do modelo aplicado (Klein e Rivera, 2000; Rodrigues e
lemma, 2005; Ferreira et al., 2007).

Apos selecionada a a-CD como seletor quiral, foram estudados os efeitos das
concentracdes da ciclodextrina e do eletrdlito sobre a separacdo dos alcalbéides da
Cinchona, através de um estudo de planejamento fatorial 3> (Neto e Bruns, 2007;
(Fukuiji et al., 2010).
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Inicialmente foi realizado um planejamento fatorial, onde a porcentagem de
TEA foi variada entre 0,1 e 0,3% (v/v) e a concentracdo de a-CD entre 2 e 6 mmol
L™. Para tais condigdes foi realizada uma anélise qualitativa dos resultados, uma vez
que verificamos que ao realizar as injecbes com 0,1% de TEA em todas as
concentraces de o-CD e 0,2% TEA com 2 e 4 mmol L™ de a-CD ndo obtivemos
separacao entre os analitos. As demais condicdes testadas levaram a separacéo
dos quatro alcaldides da Cinchona, contudo em nenhuma destas condi¢des foi
possivel obter boa resolucéo entre os analitos de interesse e outros componentes do
extrato; ao injetar o extrato em tais condicdes, verificamos que alguns componentes
co-migraram com os analitos de interesse, além da obtencao de picos alargados.

Com o proposito de determinar outra regido de estudo da concentracdo de a-
CD e das porcentagens de TEA, foram realizados experimentos univariados, para
posteriormente realizarmos um segundo planejamento fatorial.

Para verificarmos a influéncia da concentragcdo de o-CD na separacdo dos
alcaldides foram realizados experimentos com maiores concentracdes de a-CD em
uma concentracao fixa de TEA. Experimentos variando a concentragdo de a-CD
entre 10 e 40 mmol L™* mantendo-se fixa a concentracdo de TEA em 0,1% (V/v),
levaram a separacdo dos alcaldides, porém a partir da concentracdo de 20 mmol L™
nao verificamos efeitos significativos relacionados a resolucdo entre os
diasteroisomeros.

Uma estratégia para melhorar o formato do pico, € o aumento da forca ibnica
do eletrdlito, pois o alargamento do pico pode ser proveniente da adsorcao dos
analitos no capilar. Para verificarmos tal efeito fixamos a concentracdo de

ciclodextrina em 20 mmol L™ e variamos a porcentagem de TEA entre 0,5 a 1,5%
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(v/v). O aumento da porcentagem de TEA melhorou o formato do pico

principalmente na regido entre 0,8 e 1,7 % TEA (V/v).

Apos realizarmos esses experimentos preliminares foi possivel escolher uma

nova regido onde possivelmente estaria a melhor condicdo para separacdo dos

alcaldides da Cinchona. Com tais informacdes foi realizado um novo planejamento

fatorial.

Um modelo fatorial 3? foi aplicado, onde foram utilizadas como variaveis

independentes a porcentagem (v/v) de TEA e a concentracdo de o-CD em trés

niveis de variagdo (+1, 0 e -1). Desta forma foram gerados nove experimentos com

repeticbes em triplicata do ponto central (Tabela 3.1)

Tabela 3.1 — Variaveis utilizadas no planejamento fatorial

experimento [TEA]* [a-ciclodextrina]**

1 -1 -1
2 -1 0
3 -1 +1
4 -1
5 0
6 +1
7 +1 -1
8 +1 0
9 +1 +1
10 0

11 0

12 0

* TEA (+): 1,2% (v,v); TEA (-): 0,8% (v,v)

**[-CD] (+) mmol L™ 20; [a-CD] (-) mmol L™: 10
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Foram realizados experimentos variando a concentracédo de o-CD entre 10 (-
1) e 20 (+1) mmol L™ e a porcentagem (v/v) de TEA entre 0,8 (-1) e 1,2% (+1),
inicialmente. As condi¢cdes utilizadas na realizacdo dos experimentos do
planejamento foram: injecdo hidrodindmica durante 5s (50 mbar), temperatura do
capilar de 25 °C e tenséo de 30 kV.

Extratos vegetais podem apresentar-se como matrizes complexas, onde nao
se conhece exatamente a composi¢ado do extrato, sendo, portanto amostras de dificil
desenvolvimento de metodologias analiticas. Desta forma compostos presentes no
extrato poderiam co-migrar com o0s analitos de interesse. Uma alternativa
interessante para desenvolvimento de metodologias para este tipo de matriz é a
avaliacdo das diversas condi¢Oes eletroforéticas aplicadas a amostras reais, ndo
apenas a mistura de padrdes dos analitos de interesse. Em todas as condi¢gbes
foram injetadas mistura de padrdes dos alcaldides, assim como o extrato da
Cinchona calisaya preparado no laboratorio. Desta forma podemos obter um método
livre de interferéncias, ou seja, 0 mais seletivo possivel. As misturas de padrbes

foram injetadas na concentracéo de 40 ug L™ e o extrato diluido em dez vezes.
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Figura 3.7. Eletroferogramas do extrato de Cinchona calisaya nas condi¢cdes testadas no
planejamento fatorial. Composicéo do eletrélito: TEA em porcentagens (v/v) de 0,8 % (-1); 1,0% (0) e
1,2% (+1) com pH ajustado para 2,5 com &cido fosférico; 10 mmol L™ (0); 15 mmol L™ (0) e 20 mmol
L (+1) e adicdo de 10% (v,v) de metanol. Identificacdo: (1) Composto desconhecido, (2)

Cinchonidina, (3) Quinina, (4) Cinchonina, (5) quinidina.

A identificacdo de cada um dos alcaldides foi realizada através da
comparacdo do espectro de UV-vis obtido pela injecdo de cada padrdo dos
alcaldides em corridas individuais. Ao serem realizadas as inje¢cdes do extrato nas
condicdes do planejamento fatorial verificamos que um composto presente no
extrato co-migrava com um dos analitos de interesse. Com isso tornou-se necessario
utilizar os dados referentes as injecdes realizadas com o extrato para obter-se uma
fungéo resposta.

A funcéo resposta empregada foi a resolucdo do pico do composto presente
no extrato (1) e o pico da cinchonidina (2) (Figura 3.7). A resolugéo entre dois picos

adjacentes é dada segundo a equacgéo 3.1.

33



Viviane do Nascimento Método CE-DAD para determinacdo dos
alcaldides da Cinchona

Rs=2 - (t2 — tr) (3.1)
W1 + W2

Onde:

tr1 = tempo de migracéo do primeiro pico dado em unidade de tempo

t» = tempo de migracédo do segundo pico dado em unidade de tempo

w; = largura da base do pico dado em unidade de tempo

Como podemos observar nos eletroferogramas da Figura 3.7 algumas
condicOes levaram a co-migracdo de um dos analitos de interesse com o0 composto
presente na amostra. Em todas as condicées em que utilizamos 10 mmol L™ de a-

CD para compor o eletrélito observamos este comportamento.

Tabela 3.2 - Resolucdes obtidas para picos 1 e 2 do planejamento fatorial

Variaveis
Variaveis dependentes
experimento Independentes
[TEA]* [a-CD]** RSy, 2

1 0,8 (-1) 10 (-1) 0

2 0,8 (-1) 15 (0) 1,8

3 0,8 (-1) 20 (+1) 3,0

4 1,0 (0) 10 (-1) 0

5 1,0 (0) 15 (0) 2,8

6 1,0 (0) 20 (+1) 4,1

7 1,2 (+1) 10 (-1) 0

8 1,2 (+1) 15 (0) 2,6

9 1,2 (+1) 20 (+1) 4,2

10 1,0 (0) 15 (0) 2,3

11 1,0 (0) 15 (0) 2,3

12 1,0 (0) 15 (0) 2,9

13 1,0 (0) 15 (0) 3,18
*[TEA] % v,v

**[o-CD] mmol L™
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Os resultados foram aplicados hum modelo quadréatico para dois fatores (X
para % TEA e x, para [a-CD] para gerar a superficie de resposta de acordo com a

seguinte equacao:
y =by +bx, +b,x, +byx3 (3.2)

Onde, y séo os valores de resolugéo entre os picos 1 e 2 e o coeficiente de segunda
ordem para estimar a curvatura € b, A equacdo 3.3 descreve a superficie de
resposta. O modelo foi validado por ANOVA, ndo apresentando falta de ajuste do
modelo. Para ajuste do modelo os coeficientes com p>0,05 foram desconsiderados
do modelo. Os valores de F e p encontrados para o modelo foram de 46,48 e

0,0001, respectivamente.

$ = 2,55(+0,15) + 0,32(+0,17)x, +188(x0,17)x, — 0,67(+0,23) x> (3.3)

Observando os valores de resolucdo obtidos em cada uma das condi¢cdes
(Tabela 3.2) e os eletroferogramas da Figura 3.7, exceto as condicbes em que
ocorre co-migracao dos picos, todas levam a resultados de resolucdes satisfatorias.
Contudo com o objetivo de encontrar uma condigcdo mais apropriada utilizamos a

superficie de resposta como ferramenta para busca de melhor condicao.
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Figura 3.8. Gréfico de otimizacdo segundo planejamento fatorial em funcéo da concentracdo de TEA

e de a-ciclodextrina

Podemos verificar no grafico da superficie de resposta (Figura 3.7) e na
Tabela 3.2, que dentro desta regido estudada as resolucbes obtidas para as
condicées de 1,0 e 1,2% (v,v) de TEA e 20 mmol L' a-CD s&o bastante satisfatérias.
Além disso, se observarmos na Figura 3.6, que apresenta os eletroferogramas
obtidos em cada condicéo do planejamento fatorial, os picos 1 e 2, referentes ao par
critico, e 3 encontram-se em posicdes mais simétricas em relacdo as outras
condicbes. Como sabemos que em concentracdes abaixo de 1,0% (v,v) de TEA a
resolucdo comeca a ficar comprometida e ndo observamos grandes variacdes entre
1,0 e 1,2% (v,v) de TEA com uso de 20 mmol L* de a-CD, escolhemos entdo

trabalhar com uma condi¢do intermediaria entre as concentracdo estudadas no
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fatorial que apresentam melhores resultados, para compor o eletrélito de corrida.
Portanto para composicdo do eletrolito utilizamos TEA 1,1% (v/v) (78,9 mmol L™
com pH ajustado para 2,5 com &cido fosférico e 20 mmol L™ de a-CD. Com isso
conhecemos os efeitos das variacdes na concentracdo do TEA do eletrdlito de

corrida, o que nos possibilita a obtencdo de um método mais robusto.

3.4.2 Validacdo do Método

O método otimizado para determinacéo dos principais alcaléides presentes na
Cinchona por eletroforese capilar com deteccdo por UV-DAD foi validado para
quantificar tais compostos em extratos vegetais e fitoterapicos seguindo o protocolo
de validacdo da USP XXXII (USP, 2009), onde foram estudados os parametros de

seletividade, linearidade, exatidao, preciséao e robustez (Ribani et al., 2004).

3.4.2.1 Seletividade

O parametro de seletividade de um método € a capacidade de avaliar, de
forma inequivoca, as substancias de interesse na presenca de compostos que
podem interferir na sua determinacdo em uma amostra complexa (Ribani et al.,
2004).

O método apresenta uma boa seletividade para os alcaldides estudados,
como podemos verificar na Figura 3.9, que apresenta o eletroferograma dos padrées

dos alcaldides e 0s mesmos no extrato da planta.
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Figura 3.9. Eletroferogramas: A) padrdes dos alcaléides (40 mmol L™); B) Extrato de Cinchona

calisaya. Eletrélito: TEA 1,1% v/v com pH ajustado para 2,5 com &cido fosférico, 20 mmol L™ a-CD.

Tensédo 30 kV, temperatura 25 °C. Injecdo 5 mbar/5s e detec¢do 204 nm.

3.4.2.2 Linearidade, limite de deteccédo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ)

Para construgcdo da curva analitica de calibragdo foram injetados os padrdes
dos analitos nas faixas de concentracéo: cinchonidina 5,0 — 40 pg.mL™, quinina 70 —
110 pg.mL™, cinchonina 80 — 120 pug.mL™, quinidina 2,0 — 10 ug.mL™, hidroquinidina
50 — 40 pug.mL’. Em todas cinco curvas foram utilizadas 40 pg.mL™* de
benzoimidazol como padréo interno. As curvas analiticas foram construidas com as
razdes de areas dos analitos pela area do padréo interno (benzoimidazol) versus a
concentracdo. As Tabelas 3.3 a 3.7 apresentam os dados referentes as regressdes
lineares de cinco curvas. Podemos observar pelos dados estatisticos que o0 método
apresentou boa linearidade, uma vez que foram obtidos coeficientes de
determinacdo maiores que 0,99 nas faixas de concentracéao estudadas, valores altos
de F e erros pequenos. Os limites de deteccédo (LOD) e os limites de quantificacao

(LOQ) foram obtidos a partir dos dados da regresséao linear.
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Tabela 3.3 — Dados estatisticos para cinchonidina.

Parametros Dados Estatisticos
Faixa de trabalho* (ng.mL™) 5,0 - 40
Intercepto 0,013 + 0,007
Inclinacéo da reta 0,0141 + 0,0002
Coeficiente de determinagao 0,9987
Erro padrao 0,009
F 2155
Limite de deteccéo** (ug.mL™) 2,1
Limite de quantificagdo*** (ug.mL™) 6,2

* cinco niveis de concentracao, injecao em triplicata de cada nivel
** | OD = 3,3(erro padrao/inclinagdo da reta)
*** | OQ = 10(erro padréo/inclinacdo da reta)

0,7

y =0,0141x + 0,0128
R? = 0,9987

0,6 A

0,4 A

0,3 A

Razédo de areas
(cinchonina/benzimidazol)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Concentracdo (ug.mL1)

Figura 3.10. Curva analitica para cinchonidina
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Tabela 3.4. — Dados estatisticos para quinina.

Parametros Dados Estatisticos
Faixa de trabalho* (ug.mL™) 70 - 110
Intercepto 0,064 + 0,028
Inclinagéo da reta 0,012 + 0,0003
Coeficiente de determinacéao 0,9982
Erro padrao 0,009
F 1706
Limite de deteccdo** (ug.mL™) 2,5
Limite de quantificacdo*** (ug.mL™) 7,6
* cinco niveis de concentracao, injecdo em triplicata de cada nivel
** | OD = 3,3(erro padréo/inclinacédo da reta)
*** | OQ = 10(erro padrao/inclinacdo da reta)
4 )
1257 y=0,012x + 0,064
S "7 R?=09987 =
© T 1,354 —
© 3T 1, P
5 E =
() E 1,25 T ////
T o /.//
S ﬁ 1,15 1 _—
N ////
g § 1,05 1 ////.
3 ////
= 0,95 1 o
0,85 -
0,75 . . . . .
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Concentragdo (ug.mL™)
N\ J

Figura 3.11. Curva analitica para quinina
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Tabela 3.5. — Dados estatisticos para cinchonina

Parametros

Dados Estatisticos

Faixa de trabalho* (ng.mL™)
Intercepto

Inclinacéo da reta

80 - 120
-0,0098 + 0,018
0,013 + 0,0002

Coeficiente de determinagao 0,9988
Erro padrao 0,013
F 4597
Limite de deteccéo** (ug.mL™) 33
Limite de quantificagdo*** (ug.mL™) 10
* cinco niveis de concentracao, injecao em triplicata de cada nivel
** | OD = 3,3(erro padrao/inclinagdo da reta)
*** | OQ = 10(erro padréo/inclinacdo da reta)
4 16 I
is y = 0,0124x - 0,0098
‘B R? = 0,9994
S 1,4 A
S E
O =
T 9
N 1,3 4
3
© o
Qo 1.2 4
g
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o J

Figura 3.12. Curva analitica para cinchonina.
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Tabela 3.6. — Dados estatisticos para quinidina.

Parametros

Dados Estatisticos

Faixa de trabalho* (ng.mL™)
Intercepto

Inclinacéo da reta

2,0-10
0,0175 + 0,002
0,016 + 0,0003

Coeficiente de determinagao 0,9992
Erro padrao 0,002
F 3642
Limite de deteccéo** (ug.mL™) 0,41
Limite de quantificagdo*** (ug.mL™) 1,0
* cinco niveis de concentracao, injecao em triplicata de cada nivel
** | OD = 3,3(erro padrao/inclinagdo da reta)
*** | OQ = 10(erro padréo/inclinacdo da reta)
é 0,21 )
y =0,0165x + 0,0175
__ 0,18 1 X
o R® =0,9992
N
% g 0,15 -
Q£
*g N 0,12 1
o3
®) 0,09 A
zg é
@2 0,06 -
5
=)
~ 0,03 -
0
0 2 4 6 8 10 12
Concentracdo (ug.mL1)
- J

Figura 3.13. Curva analitica para quinidina
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Tabela 3.7. — Dados estatisticos para hidroquinidina.

Parametros Dados Estatisticos
Faixa de trabalho* (ng.mL™) 5,0 - 40
Intercepto - 0,0019 + 0,004
Inclinacéo da reta 0,017 + 0,0002
Coeficiente de determinagao 0,9997
Erro padrao 0,005
F 11782
Limite de deteccéo** (ug.mL™) 0,97
Limite de quantificagdo*** (ug.mL™) 2,6

* cinco niveis de concentracao, injecao em triplicata de cada nivel
** | OD = 3(erro padrao/inclinagéo da reta)
*** | OQ = 10(erro padréo/inclinacdo da reta)

0,8
07 y=0,0174x-0,0019

R*=0,9997 P
0,6 -

0,5

0,3 - -

Razéao de areas
(hidroquinidina/benzimidazol)

0,1 4 .,/”

0 L) ) ) )
0 10 20 30 40 50

Concentrac&o (ug.mL™)

Figura 3.14. Curva analitica para hidroquinidina.
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3.4.2.3 Precisdo do método

3.4.23.1 Intra-ensaio

Para determinar a precisdo do método foram realizadas analises dos padrdes
dos alcal6ides em trés niveis de concentracdo (30, 45 e 60 pg.mL™), com trés
replicatas para cada nivel sendo, portanto, realizados nove determinacdes. Atraves
dos coeficientes de variacdo (CV) foram determinadas a repetibilidades do método
para cada analito. As repetibilidades para o tempo de migracdo e para razdo de
areas apresentaram-se menores que 0,81 e 2,16, respectivamente, conforme Tabela

3.8. Os dados apresentados indicaram boa precisao do método.

Tabela 3.8. Avaliagcdo da precisdo — intra-ensaio do método.

CV CcV
ALCALOIDES TEMPO DE RAZAO DE AREAS*
MIGRAGCAO* 30 ug.mL™* 45 pg.mL* 60 ug.mL™

Cinchonidina 0,49 0,49 0,92 0,12
Quinina 0,48 0,47 2,2 0,67
Cinchonina 0,65 0,54 0,82 1,9
Quinidina 0,66 0,56 0,30 0,97
Hidroquinidina 0,81 0,52 0,30 1,6

*n=3

3.4.2.3.2 Inter-ensaio

Para determinar a precisdo intermedidria foram realizadas analises dos
padrdes dos alcaldides em trés niveis de concentracéo (30, 45 e 60 pg.mL™), com
trés replicatas para cada nivel, em trés diferentes dias. Através dos coeficientes de
variacdo (CV) foi determinada a precisao intermediaria do método para cada analito.

Os resultados para tempo de migracdo apresentaram-se menores que 0,98%,
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enguanto que para areas relativas variaram entre 1,7 e 9,1%. Os dados

apresentados na Tabela 3.9 indicaram boa preciséo intermediaria do método.

Tabela 3.9. Avaliacao da preciséo — Inter-ensaio do método

CV CcV
ALCALOIDES TEMPO DE RAZAO DE AREAS*
MIGRACAO* 30 pg.mL™* 45 ug.mL™* 60 pg.mL™*

Cinchonidina 0,73 3,90 4,43 2,08
Quinina 0,66 3,61 1,72 7,12
Cinchonina 0,81 2,70 4,85 5,36
Quinidina 0,76 2,84 5,83 2,90
Hidroquinidina 0,98 6,61 9,14 3,67

*n =09, 3dias

3.4.2.4 Exatidao

Para realizacdo do teste de recuperacdo é necessaria a determinacdo dos

padrbes do analito na matriz isenta do mesmo (placebo) (Anvisa, 2003); uma vez

gue nao € possivel obter-se a matriz isenta do analito, no caso de extratos vegetais,

foi realizada a adicdo de quantidades conhecidas dos analitos a amostra de extrato

vegetal preparado no laboratério da espécie de C. calisaya, em trés niveis de

concentracdo, bem como a determinacdo do branco (matriz sem adicdo dos

analitos). Os dados referentes ao teste de recuperacdo estdo apresentados na

Tabela 3.10. Foram obtidos resultados de recuperacédo na faixa de 89,3 a 101,4%.

Tais valores sé@o aceitaveis tendo em vista que a presente matriz € uma matriz

complexa.
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Tabela 3.10. Avaliacdo da Exatiddo do método (teste de recuperacao)

RECUPERACAO (%)

ALCALOIDES 30 pg.mL™ 45 ug.mL™* 60 pg.mL™
Cinchonidina 90,5 + 2,2 101,4+ 2,6 94,8 +1,1
Quinina 95,3+ 2,2 92,9+1,9 98,1+1,6
Cinchonina 95,3+2,5 91,3+ 3,2 93,6 +1,2
Quinidina 89,3+3,1 96,4 + 0,75 98,9+ 2,9
Hidroquinidina 92,1+1,1 950+1,1 97,5+ 3,2

3.4.2.5 Robustez

A robustez do método foi avaliada através da comparacédo dos resultados, da
razdo de éareas, obtidos com os parametros do método proposto e pequenas
variacdes na tenséo aplicada (28 e 29 kV) e na temperatura (24 e 26 °C). Aplicou-se
o teste F para verificar a significancia entre os resultados. De acordo com os valores
apresentados na Tabela 3.11 podemos verificar que ndo ha diferenca significativa
entre os resultados, aplicando-se pequenas variagdes na tensdo e na temperatura, a

um nivel de confianca de P = 95%.

Tabela 3.11. Avaliacdo da Robustez do método

Tenséo Temperatura
ALCALOIDES 28(kV) 29 (kV) 24°C 26 °C
Fc Fe Fc Fe

Cinchonina 0,39 0,57 0,18 0,19
Quinina 0,35 0,81 0,90 0,75
Cinchonidina 0,78 0,34 0,64 0,37
Quinidina 0,58 0,82 0,72 0,42
Hidroquinidina 0,34 0,87 0,17 0,81

Valor Tabelado de F, P = 95%, F,, = 19,00 (Barros Neto et al., 2007)
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3.4.2.6 Determinacéao dos alcaldides em Extratos de Cinchona calisaya e succirubra,

formulac6es comercializadas

Foram realizadas as determinacfes dos alcaléides em extratos preparados no
laboratorio das espécies de C. calisaya e succirubra, além da determinacdo dos
alcaldides presentes em um extrato comercial e em um fitoterapico.

Foram preparados extratos da espécie de C. calisaya utilizando ambas as
técnicas de extracdo, com o objetivo de verificar o efeito do ultra-som na extracéo
dos presentes alcalbides. A literatura ja tem reportado a extracao por efeito do ultra-
som, porém com a utilizacdo de solventes toxicos como metanol (Gatti et al., 2004).
Utilizamos agua e etanol para compor o liquido extrator por ndo serem solventes
toxicos.

O extrato foi preparado por extracdo sob efeito de ultra-som e extracéo por
Soxhlet. A literatura relata que a eficiéncia da extracdo é muito melhorada pelo
tratamento com ultra-som. A capacidade de recuperacéo pelo tratamento com ultra-
som € principalmente atribuida pela facilidade de transferéncia de massas entre a
fase imiscivel por meio da agitacdo, especialmente pela faixa de frequéncia. Os mais
importantes efeitos mecanicos do tratamento com ultra-som sdo microjato e
microfluxo (Tsochatzidis et al., 2001; Velickovic et al., 2006). O primeiro € uma
consequUéncia da cavitagdo ou por causa da grande aproximacdo da superficie
sélida, resultando em um colapso de bolhas de maneira assimétrica. O ultimo é
principalmente uma consequéncia da cavitacdo em presenca de forca suspensa. O
primeiro beneficio da extracdo por ultra-som é a melhoria na hidratacdo e

fragmentacao do material da planta (Yang et al., 2008).
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Para preparacdo do extrato por ultra-som foi utilizada uma mistura de
solventes composta por agua/etanol (1:1) e a mistura foi colocada sob efeito de
ultra-som durante vinte minutos. A agua €, sem duavida, um dos liquidos extrator
mais importantes e muito utilizada na extracdo de diversos produtos naturais; a
mesma foi utilizada para compor a mistura de solvente para extracdo devido ao
intumescimento da célula (Simdes et al, 2007), o que facilita a extragao.

A extracdo por Soxhlet € bastante descrita na literatura para extracdo de
alcaldides (McCalley, 2002; Gatti et al., 2004; Zhang et al., 2009). A extracdo em
aparelho de Soxhlet consiste em uma extracdo a quente em sistema fechado. E
utilizada, sobretudo, para extrair sélidos com solventes volateis. Em cada ciclo de
operacdo, o material vegetal entra em contato com o solvente renovado, assim, o
processamento possibilita a extracdo altamente eficiente, empregando uma
quantidade reduzida de solvente, em comparacdo com as quantidades necessarias
NOS outros processos extrativos, para se obter os mesmos resultados qualitativos e
quantitativos (Simdes et al., 2007).

Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 3.12.

Tabela 3.12. Determinacdo dos alcal6ides em casca de Cinchona

AMOSTRAS (% casca de Cinchona seca)

ALCALOIDES Extrato preparado® Extrato preparado® Extrato preparado®
Cinchonidina 0,94 £ 0,10 1,7+43 <LOD
Quinina 55+4,0 32+2.2 <LOD
Cinchonina 59+1,7 8,1+29 <LOD
Quinidina 0,35+4,7 0,39+2,0 <LOD
Hidroquinidina 0,76 £1,9 0,18 £ 0,54 <LOD

a Extrato preparado sob efeito ultra-som para espécie de C. calisaya
¢ Extrato preparado em aparato Soxhlet para espécie de C. calisaya
b Extrato preparado sob efeito ultra-som para espécie de C. succrirubra
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Como podemos verificar com os resultados obtidos, a extracdo dos alcaldides
da C. calisaya sob efeito de ultra-som apresentou-se bastante eficiente,
principalmente considerando o tempo de extracdo e a alta quantidade extraida do
alcaldide quinina, que tem alto valor comercial.

Ja para espécie C. succirubra a presente extracdo ndo se mostrou tao
eficiente, com isso realizamos outros experimentos aumentando o tempo de
exposicao ao efeito do ultra-som para 60 minutos. Contudo, ndo foi possivel a
verificacdo dos alcal6ides no extrato em estudo dentro dos presentes limites de
deteccdo. A literatura apresenta que a espécie de C. succirubra possui maiores
concentracbes de alcaldides em relacdo a outras espécies, e trabalhos com a
extracdo da espécie C. succirubra sob efeito de ultra-som apresentaram resultados
satisfatorios (Head et al., 1956; Gatti et al., 2004). Esses fatos nos levam a supor
que a casca de C.succirubra que analisamos pode nao ser da espécie descrita, ou
que devido a sazonalidade ndo houve a producédo dos presentes alcaldides pela
planta, ja que ndo encontramos nenhum dos alcaldides estudados dentro do limite
de deteccdo do método.

Para determinacdo dos alcaldides em extrato vegetal comercial e no
fitoterapico foi realizada a diluicdo dos mesmos em 10 vezes.

Os resultados obtidos estao apresentados na Tabela 3.13.
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Tabela 3.13. Determinacao dos alcaloides em formulacdes comerciais

AMOSTRAS (ug mL™)

ALCALOIDES Extrato comercial Fitoterapico® Fitoterapico®
Cinchonidina 149,18 £ 0,11 - -
Quinina 257,21 +4,1 387,68 + 0,98 400
Cinchonina 633,89 + 0,92 - -
Quinidina 40,29 £ 8,2 - -
Hidroquinidina 76,18 £5,9 - -

a Concentragdo encontrada
b Concetracéo declarada

Com o objetivo de investigar a aplicacdo do método na identificacdo de
amostras adulteradas, adquirimos uma amostra de casca de Cinchona, vendida com
0 nome popular de quina, em comércio, onde néo ha certificacao.

Realizamos o processo de extragdo, seguindo o mesmo procedimento que
para amostra de C. calisaya.

A Figura 3.15 apresenta os eletroferogramas da amostra obtida no comércio
sem certificacdo e a amostra de C.calisaya. Como podemos observar o perfil
eletroforético dos extratos € bastante diferente, bem como o0s espectros de UV
obtidos para os principais picos, 0 que nos leva a concluir que possivelmente esse a
planta vendida como quina (Cinchona) ndo apresenta os principais alcaléides da

Cinchona.

50



Viviane do Nascimento Método CE-DAD para determinacdo dos
alcaldides da Cinchona

a) b)

\ /

!ﬁ q Cinchonidina

Quinina

Hidroquinidina

B N P ¥

4 6 8 10 12 min 4 6 8 10 min

Figura 3.15. Eletroferogramas: a) extrato de quina de comércio sem certificado; b) extrato de
Cinchona calisaya. Eletrolito: Eletrélito: TEA 1,1% (v/v) com pH ajustado para 2,5 com acido fosférico,

20 mmol L™ a-CD. Tens&o 30 kV, temperatura 25 °C. Injecdo 5mbar/5s e deteccdo 204 nm.

3.5 Conclusao

Neste capitulo foi desenvolvido e validado um método simples e preciso por
CZE, para determinacdo dos principais alcaléides presentes no género Cinchona,
com tempo de analise inferior a 10 minutos e os demais parametros de validacao
adequados, que pode vir a ser facilmente implementado em rotinas de laboratério de

controle de qualidade de extratos vegetais.
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4.  Analise confirmatdria de alcal6ides por CE-MS

4.1 Introducao

4.1.1 Eletroforese Capilar acoplada a Espectrometria de Massas (CE-MS)

A espectrometria de massas € uma poderosa técnica analitica utilizada como
ferramenta para elucidacdo estrutural, identificacdo e quantificacdo de compostos.
Um espectrobmetro de massas € composto por uma fonte de ions, analisador e
detector. Para obtencédo de resultados mais sensiveis e seletivos o espectrometro de
massas tem sido combinado com técnicas cromatogréficas (GC e HPLC) e
eletroforese capilar (CE).

A eletroforese capilar (CE) acoplada ao espectrobmetro de massas com
ionizacao por electrospray (ESI-MS) é uma importante ferramenta bioanalitica para
analise de solutos quirais e aquirais, devido a sensibilidade e seletividade do
detector. Enquanto novas aplicacbes de CE em separagbes quirais continuam
aparecendo, as vantagens em acoplar equipamentos de CE com espectrometros de
massas tornam-se evidentes (Shamsi e Miller, 2004).

A cromatografia liquida e a eletroforese capilar tém apresentado importante
papel como técnicas de separacdo em meio liquido para andlise quiral de diversos
compostos. A eletroforese capilar apresenta maior eficiéncia, muitas vezes, analises
mais rapidas do que a cromatografia liquida e necessidade de volumes de amostras
menores. O volume de preenchimento do capilar também €& baixo o que torna
acessivel para utilizacdo de seletores quirais de elevado custo. Alem disso, ja que o
seletor quiral é misturado ao eletrélito de corrida € possivel testar diversos seletores

quirais em diferentes concentragdes. A principal desvantagem da eletroforese capilar
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em relacdo a cromatografia liquida € seu limite de deteccao relativamente pobre em
relacdo a cromatografia liquida (Giuffrida et al., 2009).

Considerando as grandes vantagens derivadas da utilizacdo da eletroforese
capilar quiral, o acoplamento com espectrometro de massas (MS) deu origem a uma
poderosa ferramenta analitica. Deste modo, a CE-MS quiral permite combinar a
velocidade de separacdo, poder de resolucdo elevado, minimo de amostra e
reagentes sdo consumidos na CE e com as informacdes fornecidas pelo MS
(Giuffrida et al., 2009).

Diversos métodos de ionizacao foram propostos para CE-MS, mas a interface
com ionizacao por electrospray (ESI), estudada primeiramente por Fenn e outros, foi
reconhecido como um poderoso método na maioria dos estudos de CE-MS.

O método mais popular para conexdo de CE-ESI-MS é o sistema de fluxo
com tubo triplo utilizando um liquido auxiliar (sheath liquid), relatado por Smith e
outros (Shamsi et al., 2004). Neste tipo de interface um tubo de ago inox concéntrico
ao capilar é responsavel por guiar o liquido auxiliar até a extremidade do capilar,
fechando o contato elétrico do sistema de eletroforese capilar. Além do
estabelecimento do contato elétrico, o liquido auxiliar também faz com que o fluxo
seja aumentado promovendo uma maior estabilidade do spray. A relacéo sinal/ruido
fornecida por este tipo de montagem é fortemente dependente da composicéo
qualitativa e quantitativa do eletrdlito utilizado para separacdo, assim como do
liquido auxiliar. Outros fatores como a presséo do gas nebulizador, o fluxo do liquido
auxiliar bem como a temperatura da interface também séo fatores que influenciam
de forma decisiva os resultados no que se refere a relagcdo sinal/ruido (Moraes e

Lago, 2003; Shamsi et al., 2004; Simionato et al., 2008; Giuffrida et al., 2009).
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Na eletroforese capilar acoplada com o espectrémetro de massas (CE-MS) é
pouco recomendada a utilizacdo eletrdlitos ndo volateis, assim como a presenca
continua de seletores quirais tais como a ciclodextrina, pois estes podem resultar na
contaminacao da fonte de ions do espectrometro de massas, em baixa eficiéncia de
ionizacdo e na perda da sensibilidade do detector (Shamsi et al., 2004; Assuncao et
al., 2008; Quirino e Haddad, 2009; Xia et al., 2009).

Uma possivel resolucdo para presenca continua da utilizacao seletores quirais

€ a utilizac&o da técnica de preenchimento parcial (“partial filling”) .

4.1.2 Técnica de preenchimento parcial (“partial filling™)

A técnica de preenchimento parcial foi primeiramente introduzida por
Valtcheva (Valtcheva et al.,, 1993), e modificada por Terabe (Tanaka e Terabe,
1995). A técnica foi originalmente desenvolvida para melhorar a detectabilidade em
sistemas de separacao quiral com deteccdo por UV, a qual envolvia seletores
quirais, que levavam a respostas no detector, como proteinas e antibidticos
macrociclicos.

Esta técnica requer o preenchimento do capilar com eletrdlito de corrida sem
a presenca do seletor quiral, em seguida é introduzido parcialmente no capilar o
eletrélito de corrida contendo o seletor quiral e, finalmente a amostra é injetada.
(Harino et al., 1995; Tanaka e Terabe, 1997; Tanaka et al., 2000; Rudaz et al.,
2001).

A técnica de “partial filling” foi aplicada em separacéo quiral para CE-MS pela
primeira vez em 1998 por Javerfalk, et. al. (Javerfalk et al., 1998). Neste estudo, os

enantibmeros da bupicaiva e ropivacaina foram separados usando capilar revestido
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com gel de poliacrilamida, a B-metil ciclodextrina foi utilizada como seletor quiral e
como eletrélito de corrida 50 mmol L™ de acido acético em pH 3,0. Os autores
relatam que o uso de capilares revestidos ndao apenas minimizam o fluxo
eletrosmotico, mas também inibem a entrada do seletor quiral na fonte de ions.
Outra estratégia para impedir a entrada de seletor quiral na fonte de ions € o
monitoramento da zona de seletor quiral a partir do tamanho da zona de eletrdlito de
corrida, que contém o seletor quiral, e a velocidade do fluxo eletrosmético, para

seletores quirais neutros.

4.2 Instrumentacao

Os experimentos foram conduzidos em um sistema de eletroforese capilar
(P/ACE MDQ, Beckman Coulter) acoplado a um espectrdmetro de massas (LCQ
Deca XP Max, Finningan) e com programa de aquisicdo e tratamento de dados (X-
Calibur). O equipamento de eletroforese capilar possui um sistema de refrigeracao
do capilar por circulacdo de liquido refrigerador, que possibilita o controle da
temperatura interna do capilar. As amostras e solugcdes padrdao foram injetadas
hidrodinamicamente (1 psi durante 5 s) e o sistema de eletroforese operado com
tensdo constante de 25 kV. Foi utilizado um capilar de silica fundida (Polymicro
Technologies, Phoenix, AZ, EUA), revestido externamente com polimida, com
dimensdes de 50 um de diametro interno e 74 cm de comprimento total. O capilar foi
submetido a condicionamentos iniciais sempre que utilizados, através de lavagens
realizadas por pressdo de 20 psi, com hidroxido de aménio 3 mol L™ durante 6

minutos, seguido metanol e de agua deionizada durante 6 minutos cada um e 3
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minutos de eletrélito de corrida. No intervalo entre as corridas o capilar foi
recondicionado com lavagens durante 3 minutos com o eletrolito de corrida. Ao
término das anélises o capilar foi lavado com hidréxido de aménio 3 mol L™ durante
6 minutos e por 6 minutos com agua deionizada. Para armazenamento do capilar o

mesmo permaneceu sem nenhum liquido.

4.3 Reagentes e Solugdes

Todos reagentes utilizados sdo de grau analitico e a agua deionizada foi
purificada através de um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EUA). Foram
preparadas solucdes estoques dos padrdes e extrato da Cinchona calisaya como
descrito anteriormente no desenvolvimento da metodologia por CE-DAD. Foram
preparadas solucdes estoque de &cido férmico 1 mol L™. Os eletrdlitos de corrida
foram preparados diariamente através da diluicdo da solucdo estoque. Para o plug
de ciclodextrina, a a-ciclodextrina foi diluida no eletrdlito de corrida sob efeito do

ultra-som durante 10 minutos.

4.4 Desenvolvimento do método

Para o desenvolvido do método para analise confirmatdria dos principais
alcaldides presentes no género Cinchona um equipamento de eletroforese capilar
acoplado a um espectrometro de massas (CE-MS) foi utilizado, uma vez que esta
técnica fornece uma combinacao de elevada eficiéncia de separacao com riqueza de

informagao estrutural e grande seletividade.
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A informacdo sobre o melhor seletor quiral (tipo de ciclodextrina) foi
aproveitada da etapa de desenvolvimento de metodologia por CE-DAD.

Como a utilizacéo eletrdlitos ndo volateis, assim como a presenca continua de
seletores quirais, tais como a ciclodextrina, ndo é recomendada no acoplamento da
eletroforese capilar com espectrometro de massas (CE-MS), pois estes podem
resultar na contaminacédo da fonte de ions do espectrémetro de massas, em baixa
eficiéncia de ionizacdo e na perda da sensibilidade do detector (Shamsi e Miller,
2004), foi desenvolvido um eletrolito de corrida com objetivo de minimizar tais
problemas.

O problema de baixa volatilidade do eletrolito foi resolvido com a utilizacdo de
acido formico como eletrglito, e o problema da presenca continua de ciclodextrina no
eletrolito de corrida, contaminando a fonte do espectrometro, pela utilizacdo da
técnica de preenchimento parcial (“partial filling”).

Na técnica de preenchimento parcial do capilar somente uma parte do capilar
€ preenchido com eletrélito contendo ciclodextrina (neutra) e, uma vez que em
baixos valores de pH tem-se um fluxo eletrosmético bastante reduzido a
ciclodextrina ndo atinge o detector de massas (Figura 4.1). A separacdo quiral
ocorre entdo dentro do plug de ciclodextrina injetado antes da amostra, sendo que
os analitos, diasteroisomeros no caso dos alcaldéides da Cinchona, uma vez
separados dentro deste plug migram normalmente quando deixam a regido

contendo ciclodextrinas, atingindo o detector de massas em tempos diferentes.
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Figura 4.1. Técnica de preenchimento parcial do capilar “partial filling”

Para o desenvolvimento da metodologia em CE-MS foi realizado um estudo
de planejamento fatorial 2* (Barros Neto et al., 2007), tendo como fatores o tamanho
do plug de ciclodextrina a ser injetado e a concentracdo da solucao de ciclodextrina
deste plug.

Para obtencdo da separacdo satisfatéria entre o0s alcaldides e sem
deformacdo dos picos, foi ajustada a forca ibnica do eletrdlito, ajustando-se a
concentracdo do acido férmico; a concentracdo utilizada foi de 200 mmol.L™. Além
das condi¢cdes de separacdo também foram otimizadas as condi¢cdes de melhor
ionizacdo dos compostos de interesse pelo préprio software do equipamento, e da
composicao do liquido auxiliar. Os parametros referentes que sédo otimizados pelo
software LCQ Tune Plus 1.4 regulam todos parametros internos do espectrometro
de massas, com objetivo de obter-se a maxima sensibilidade do equipamento. A
tensdo do spray utilizada foi de 5 kV (ionizag&o positiva), temperatura do capilar de
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entrada no MS de 200 °C, fluxo de gas auxiliar 5 u.a. A vazéo do liquido auxiliar
também foi uma variavel considerada na obtencdo da maior sensibilidade do
espectrometro, sendo a melhor vazdo obtida a de 5 pL min™. O liquido auxiliar
utilizado foi &gua/metanol (1:1) e 50 mmol L™ de &cido férmico.

Os tamanhos dos plugs de a-CDs foram determinados calculando-se a
porcentagem em volume do preenchimento do plug em relacdo ao volume total do

capilar. A equacao 4.1 foi utilizada para o célculo dos volumes.

Ve=AP nd*t (4.1)

128 n Lt
onde d € o didmetro do capilar, n, a viscosidade da solucédo Lt o comprimento total
do capilar, AP é a variacdo da pressao aplicada para injecéo, t o tempo de injecao,
sendo os dois ultimos pardmetros variados para obtencdo de diferentes tamanhos
do plug de injecdo. O valor utilizado da viscosidade foi a viscosidade da agua, uma
vez que os valores das viscosidades das solugdes deveriam ser determinados
experimentalmente. Considerando a mesma viscosidade para todas as solucoes,
temos célculos aproximados das porcentagens do preenchimento do capilar e os
erros sdo iguais para todas as solucbes, desta forma podemos obter um valor
aproximado que indicaria uma tendéncia para o 6timo da separagao.

Utilizando como eletrélito de corrida o acido férmico temos a velocidade do
fluxo eletrosmdético bastante reduzida, e as espécies neutras, como as CDs, séo
carregadas lentamente até o detector. Portanto, € necesséario o conhecimento do

tempo em que o plug de CD atinge o detector de massas, pois a CD pode
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contaminar a fonte do espectrémetro de massas; esse tempo deve ser 0 tempo
limite méximo da corrida.

Para determinarmos o tempo maximo da corrida temos que antes determinar
a velocidade do fluxo eletrosmotico. Para isso realizamos uma corrida sem o plug de
o-CD e a partir do tempo do fluxo, calculamos sua velocidade. Em seguida
realizamos o calculo do tempo em que o fluxo atinge o detector de massas,
considerando que parte do capilar ja foi preenchida pelo plug, por exemplo, se 30%
do capilar foi preenchido com o plug, faltam apenas 70% do comprimento do capilar
para o plug percorrer e atingir o detector de massas; essa é a distancia utilizada
para o calculo do tempo maximo de corrida.

Inicialmente foram realizados alguns testes utilizando acido formico 200 mmol
L™ como eletrélito de corrida e preenchendo-se 50% do capilar e variando-se a
concentracdo de o-CD entre 10 e 30 mmol L. Nessas condicbes foi possivel
observar a separacao entre os pares de diasteroisdbmeros, sendo o melhor resultado
obtido com 30 mmol L™ de o-CD.

Foram realizados experimentos com &cido férmico 200 mmol L™ como
eletrdlito e variando a concentracéo de a-CD entre 30 e 50 mmol L™ e o plug de a-
CD entre 30 e 50% do preenchimento do capilar, montando-se assim um
planejamento fatorial 2° com ponto central, obtendo-se, portanto um total de nove
experimentos. As condicbes utilizadas na realizacdo dos experimentos do
planejamento foram: injecéo hidrodinamica durante 5s (1 psi), temperatura do capilar
de 25 °C e tensao de 25 kV. As variaveis e niveis utilizados durante o planejamento

fatorial estao descritos na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1 — Variaveis utilizadas no planejamento fatorial

Preenchimento do Niveis de
experimento [ciclodextrina]* _ )
capilar** Variagao
1 30 30 -1,-1
2 30 40 -1,0
3 30 50 -1,1
4 40 30 0,-1
5 40 40 0,0
6 40 50 0,1
7 50 30 1,-1
8 50 40 1,0
9 50 50 1,1

* concentracdo de o—ciclodextrina em mmol L™
** preenchimento do capilar em % do comprimento

A melhor condicdo de separacéo obtida no planejamento fatorial foi utilizando
30 mmol L™ de 0a—CD e 30% do preenchimento do capilar, como podemos verificar
na Figura 4.6, que apresenta o eletroferograma do ion extraido na condicdo de
o0timo. Como podemos verificar na Figura 4.3, onde sao apresentados o0s
eletroferogramas dos ions extraidos, obtidos em cada condicdo do planejamento,
quando utilizamos 30 mmol L de a-CD e 30% do preenchimento do capilar
obtivemos a melhor relacdo sinal ruido, sendo que nos outros eletroferogramas dos

ions extraidos verificamos um alto backgraund.
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Figura 4.2. Eletroferograma do ion Extraido. Eletrélito - Acido férmico (200 mmol L™); “Sheath liquid”:

50 mmol L™ de acido férmico em uma mistura 1:1 metanol/agua; 30% de preenchimento do capilar;

30 mmol L o — ciclodextrina.
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Figura 4.3. Eletroferograma do ion Extraido nas condi¢ées do planejamento fatorial.
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Depois de desenvolvida a melhor condicdo para determinacdo dos alcalbides
da Cinchona por CE-MS, foram realizados experimentos de MS/MS com objetivo de
montar uma biblioteca de espectros, ja que a literatura apresenta uma vasta
biblioteca para compostos com ioniza¢ao por impacto eletrdnico, mas por outro lado
nao apresenta muitos dados de compostos com ionizagdo por electrospray. Os
espectros de massas sdo reprodutiveis quando utilizadas as mesmas energias de
colisdo, portanto a obtencédo de espectros para compor uma biblioteca é viavel. A
Figura 4.4 apresenta os espectros MS/MS dos principais alcaléides da Cinchona,
apos ser utilizada uma energia de colizdo normalizada de 35%.

Como os analitos sdo dois pares de diasteroisbmeros os espectros de
massas obtidos mostram se bastante semelhantes, porém como podemos verificar
na Figura 4.4 as intensidades dos sinais sao diferentes nos espectros obtidos.

As propostas de ions moleculares para os principais alcaldides da Cinchona

(Figura 4.4) apresentam perda de agua em sua fragmentacao.
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Outro experimento que realizamos com eletroforese capilar acoplada a
espectrometria de massas foi um em uma ampla faixa de razdo m/z, utilizando acido
férmico 200 mmol L™ como eletrélito, com objetivo de verificar se apenas um dos
nitrogénios dos alcaldides € protonado.

O espectro de massas apresentado a seguir demonstra que possivelmente,
apenas um hidrogénio é adicionado a molécula dos alcaldides, sendo que ocorre a
protonacdo do nitrogénio mais basico de cada molécula, ja que na faixa de m/z

estuda nao verificamos nenhum outro sinal (Figura 4.5).

Figura 4.5. Espectro de massas quinina/quinidina e cinchonina/cinhonidina em ampla faixa de m/z.

4.5 Conclusdes

Neste capitulo foi desenvolvido um método para analise confirmatoria dos
principais alcaldides da Cinchona, através do preenchimento parcial do capilar com

ciclodextrina como seletor quiral.

67



Viviane do Nascimento Efeito do Solvente na Separacdo dos
Alcaldides

5. Efeito do Solvente na Separacédo dos Alcalbides

5.1 Introducéao

A separacdo de moléculas com estruturas similares ou muito similares pode
apresentar-se como um desafio em eletroforese capilar. Tais separacdes sdo na
maioria das vezes realizadas pela adicao de diferentes reagentes. A separacéo de
diasteroisbmeros requer um ambiente quiral e muitas vezes também uma pseudo-
fase estacionaria micelar é incorporada ao tampéao de corrida a fim de aumentar a
seletividade. Diasteroisbmeros possuem a mesma razao massa carga, entretanto
possuem diferentes caracteristicas fisico-quimicas e podem ser separados usando
MEKC ou outra pseudo-fase estacionaria ou pela adigdo de ciclodextrina ao eletrdlito
de corrida.

O desenvolvimento da cromatografia eletrocinética micelar (MEKC), realizada
por S. Terabe e colaboradores em 1984, apresentou-se como um marco para as
técnicas de separacado (Terabe et al., 2002), sem a qual a eletroforese capilar seria
uma técnica essencialmente restrita a compostos ionizaveis (Baker, 1995). A
cromatografia eletrocinética é uma técnica de separacédo baseada na combinacéo de
eletroforese e interacdes dos analitos com aditivos (por ex., tensoativos), de modo a
formar uma fase dispersa que se mova com velocidade diferente do analito. De
maneira a promover a separacdo, os analitos ou a fase dispersa devem possuir
carga. A cromatografia eletrocinética micelar € um caso especial da cromatografia
eletrocinética, em que a fase dispersa no capilar € micelar (Da Silva et al., 2007).
Neste modo de eletroforese é possibilitada a separacdo de compostos neutros, pela

interacdo com micelas carregadas (Landers, 2008).
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Este modo de eletroforese capilar € baseado no particionamento dos solutos
entre as micelas e o tampéao de corrida. As micelas sao agregados de moléculas de
tensoativos. Quando o0s tensoativos estdo presentes em solucdo a uma
concentracdo alta, que é a concentracdo micelar critica (CMC), formam micelas.
Tensoativos sdo moléculas que possuem uma parte hidrofilica, ou seja, uma
extremidade da molécula solivel em agua e a outra extremidade hidrofébica,
insolivel em &agua. Alguns tensoativos possuem grupos idnicos na extremidade
hidrofilica, por exemplo, o dodecilsulfato de sédio (SDS) [CH3-(CH,)11-O-S0O3], que é
um tensoativo aniénico. E também comum o uso de solventes organicos em MEKC
para obtencédo da seletividade desejada. Outro modo de eletroforese capilar que o
uso de solventes leva a seletividade desejada € a eletroforese capilar em meio nao
aquoso.

Recentemente avancos em eletroforese capilar em meio ndo aquoso (NACE)
para separacao de moléculas com estruturas similares e com mesma relagcdo massa
carga tém sido demonstradas (HANSEN, 2007).

Uma das vantagens mais importantes da eletroforese capilar em meio nao
aguoso é a possibilidade de investigacdo de substancias insolluveis ou pouco
soluveis em agua. O uso de eletroforese capilar em meio ndo aquoso amplia a gama
de aplicacdes de CE, como possibilidade de aplicar maior intensidade de campo
elétrico ou uma maior forca iénica, que conduzem a maior eficiéncia, sem obtencao
de altos valores de correntes (Wang e Khaledi, 1996).

Em geral para compor os eletrélitos de corrida em meio ndo aquoso utiliza-se
sistemas com acetato de amonio, formiato de aménio em solventes como metanol e

acetonitrila ou misturas destes. Para obtencéo de eletrdlitos em valores de pH baixo

69



Viviane do Nascimento Efeito do Solvente na Separacdo dos
Alcaldides

sdo utilizados &cido acético glacial ou éacido formico, preparados no solvente
selecionado. Ainda, séo utilizados sistemas que apresentam pequenas quantidades
de agua.

Para obtencdo de baixos limites de deteccéo, para possibilidade de deteccéo
de impurezas, por exemplo, sdo utilizados solventes com alta transparéncia na
regido do UV. A mistura de metanol e acetonitrila sdo bastante usadas para
obtencéo da seletividade desejada.(Riekkola et al., 2000; Geiser e Veuthey, 2009).

A literatura reporta que o uso de metanol e acetonitrila leva a alta seletividade
para compostos com mesma massa em eletroforese capilar em meio ndo aquoso.

A eletroforese capilar em meio ndo aquoso (NACE) foi pela primeira vez
apresentado por Waldbroehl e Jorgenson em 1984 (Walbroehl e Jorgenson, 1984).
O uso deste modo de eletroforese capilar ndo foi estabelecido até meados dos anos
90. A primeira publicacdo de NACE quiral aparece na literatura em 1996 (Bjornsdottir
et al., 1996).

Uma vez que as propriedades fisico-quimicas dos solventes organicos sao
diferentes da agua, sistemas ndo aquosos podem ser utilizados para melhorar
seletividade de compostos de dificil analise em meio aquoso (WEN CHIU, 2007).

Outra importante caracteristica da NACE é a possibilidade da sua utilizacéao
como eletroforese capilar acoplada a espectrometria de massas, uma vez que 0s
eletrolitos sdo compostos por substancias volateis, e a presenca de solvente no
eletrolito de corrida facilita a formacao do spray.

A separacdo em meio ndo aquoso depende das diferencas dos volumes das
conformacdes da molécula, o qual € resultado de interagdes intermoleculares e

solvatacdo. Assim como os solutos sdo protonados boa separacao (seletividade)
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pode ser obtida. A separacdo é muito dependente do tipo e concentracdo do
eletrolito usado. A técnica tem sido usada para teste de pureza de sustancias

medicamentosas. (HANSEN, 1997).

5.2 Parte Experimental

5.2.1 Instrumentacao

Os experimentos foram conduzidos em um sistema de eletroforese capilar
(modelo HP3PCE, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA), equipado com fonte de
alta tensdo (0-30 kV), com detector de arranjo de diodos, e com programa de
aquisicdo e tratamento de dados (HP ChemStation, ver A.06.01). O equipamento
possui um sistema de refrigeracdo do capilar por circulagdo de ar forcado, que
possibilita o controle da temperatura do capilar. As amostras e solugdes padrao
foram injetadas hidrodinamicamente (50 mbar durante 5 s) e o sistema de
eletroforese operado em polaridade normal com tensdo constante de 30 kV. Foi
utilizado um capilar de silica fundida (Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, EUA),
revestido externamente com polimida, com dimensbes de 50 um de diametro
interno, 38,5 cm de comprimento total e 30 cm até o detector para MEKC, e 48,5 cm
de comprimento total e 40 cm até o detector para NACE. O capilar foi submetido a
condicionamentos iniciais sempre que utilizados, através de lavagens realizadas por
pressdo de aproximadamente 940 mbar, com hidréxido de sédio 1 mol L™ durante 10
minutos, seguido de agua deionizada durante 10 minutos, 5 minutos com metanol e
5 minutos com eletrélito de corrida. No intervalo entre as corridas o capilar foi
recondicionado com lavagens durante 5 minutos com o eletrdlito de corrida. Ao

término das analises o capilar foi lavado com hidréxido de sédio 1 mol L™ durante 10
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minutos e por 10 minutos com agua deionizada. O capilar permaneceu preenchido

com agua deionizada para armazenamento do mesmo.

5.2.2 Reagentes e solucdes para MEKC

Todos reagentes utilizados sdo de grau analitico e a agua deionizada foi
purificada através de um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EUA). Foram
preparadas solucbes estoques dos padrbes dos alcaléides quinina, quinidina,
cinchonina e cinchonidina nas concentracdes de 1000 ug.mL™ em alcool etilico e
armazenadas sob refrigeracdo de 4 °C. O extrato da espécie Cinchona calisaya foi
preparado através da adicdo de agua/etanol (1:1) a casca da planta pulverizada sob
efeito de ultra-som durante 20 minutos e posterior filtracdo; o extrato foi armazenado
sob refrigeracdo de 4 °C. Foram preparadas solucdes estoque de dodecilsulfato de
sédio (SDS) 100 mmol L™, tamp&o fosfato 100 mmol L™ e tamp&o borato 100 mmol
L™. Os eletrdlitos de corrida foram preparados diariamente através das diluicbes das

solucdes estoque.

5.2.3 Reagentes e solucdes para NACE

Todos reagentes utilizados séo de grau analitico. Foram preparadas solucdes
estoques dos padrdes dos alcaldides quinina, quinidina, cinchonina, cinchonidina,
hidroquinidina e cinchonidina O-benzil-N-antracenil nas concentragcbes de 1000
ng.mL™* em alcool etilico e armazenadas sob refrigeracdo de 4 °C. O extrato da
espécie Cinchona calisaya foi preparado atraveés da adicdo de agua/etanol (1:1) a

casca da planta pulverizada sob efeito de ultra-som durante 20 minutos e posterior
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filtracdo, o extrato foi armazenado sob refrigeracdo de 4 °C. Adicionalmente, foram
preparadas solucbes estoque de acetato de amdnio 100 mmol L™ e formiato de
amoénio 100 mmol L™ em metanol e armazenados sob refrigeracédo de 4 °C. Os
eletrolitos de corrida foram preparados diariamente através das diluicbes das

solucdes estoque.

5.3 Estudos em meio micelar

A possibilidade de separacdo dos principais alcaldides da Cinchona por meio
da cromatografia micelar eletrocinética apresentou-se a principio interessante, uma
vez que desenvolvido um método com uso de seletores quirais por CE-DAD
poderiamos desenvolver um método alternativo ao uso de seletores quirais. Para tal
€ necessario uma modificacdo no pH do eletrélito de corrida, para uma faixa onde os
compostos permanegam neutros.

Devido ao carater basico que possuem os alcaldides, os mesmos podem ser
analisados por eletroforese capilar através de alteracbes no pH, onde sua carga e
conseqguentemente sua mobilidade sdo alteradas. Em pH em torno de 2,5 as
moléculas dos alcaldides encontram-se protonadas, 0 que permite sua migracao até
o detector, quando submetidas a acado do campo elétrico. Assim uma modificacdo do
pH para aproximadamente 9, faz com que os alcaloides tornem-se moléculas
parcialmente neutras o que possibilita a separacéo utilizando a técnica de MEKC no
modo normal (micelas migrando em contra-fluxo).

Em meio micelar foram realizados experimentos utilizando dodecilsulfato de
sédio como surfactante (SDS) em diferentes concentragées (20 — 40 mmol L™?) e

diferentes porcentagens de metanol (5 — 15 % v/v) em 20 mmol L™ de tamp&o TBS.
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Foi possivel observar que o aumento da porcentagem de metanol em cada uma das
concentracbes de SDS promoveu um aumento na resolucdo (Figura 5.1). Ao
analisar o aumento da concentracdo de SDS numa mesma porcentagem de metanol
nao observamos um efeito significativo na resolucéo dos analitos. Assim, foi possivel
realizar a separacdo dos quatro alcaléides em 15 % de metanol, independente do
teor de SDS.

Outras condicBes foram testadas, como tampdo fosfato 30 mmol L™ A
condicdo utilizando-se um eletrélito de composicéo: TBS 10 mmol L™, SDS 20 mmol
L™ e metanol 20% v,v (Figura 5.2), poderia constituir um método para os alcaléides
da Cinchona em substituicdo ao método proposto anteriormente com ciclodextrina.

Como podemos observar nos eletroferogramas na Figura 5.1 existe um efeito
bastante importante do solvente, pois nas mesmas concentracbes de SDS ao
aumentar a porcentagem de MeOH existe uma melhora na resolucdo dos analitos
que mostrou ser mais significativo que o teor de tensoativo para separacdo dos
alcaldides. Com isso resolvemos realizar um estudo que buscasse esclarecer o
efeito do solvente na separacao dos alcaloides. Para tanto realizamos um estudo de

separacao dos alcaldides em meio ndo-aquoso.
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Figura 5.1.Eletroferograma da mistura dos quatro padrGes dos alcaléides da Cinchona (cinchonina,
cinchonidina, quinina e quinidina a 40 ug mL™" cada). Eletrdlito de corrida: tampao borato (TBS) 20

mmol L™, variando a concentracéo de SDS e a porcentagem de metanol adicionada ao eletrélito.

'1 2 3 4 5 6 min
Figura 5.2. Eletroferograma da mistura de padrdes dos alcaldides da Cinchona (40 pg mL™). Eletrélito
de corrida: tamp&o borato (TBS) 20 mmol L™, SDS 20 mmol L™* e metanol 20% (v,v). Picos: 1-

cinchonina; 2-cinchonidina; 3-quinina; 4-quinidina; 5-hidroquinidina.

75



Viviane do Nascimento Efeito do Solvente na Separacdo dos
Alcaldides

5.4 Estudos em meio ndo aquoso

A utilizacdo da eletroforese em meio ndo aquoso para determinacdo dos
principais alcaldides da Cinchona apresentou-se interessante a principio pela
possibilidade de obtencéo da separacdo sem a utilizacdo de algum tipo de seletor
quiral ou meio micelar. Além disso, apresenta a possibilidade da implementacao da
metodologia em eletroforese capilar acoplada a espectrometria de massas, que tem
como vantagem o fato de que o eletrdlito € composto apenas por solventes
organicos, e, portanto, volatil.

Para estudar a separacao dos principais alcaldides da Cinchona em meio nao
aquoso foram testados como eletrélitos acetato de aménio 50 mmol L™ e formiato de
amonio 50 mmol L™, em algumas condi¢8es exploratérias para busca de uma regiéo
de estudo para otimizar a separacdo dos alcaldides. As primeiras condi¢cdes
testadas foram acetato de amonio 50 mmol L™ em metanol com a adicdo de 10% de
acetonitrila e 0,5 ou 5% de acido acético. Em seguida foi testada a utilizacdo de
formiato de amdnio 50 mmol L em metanol para composicdo do eletrdlito de
corrida. Em todas condi¢des obteve-se a separacao dos quatro principais alcaloides
da Cinchona, e nao verificamos nenhuma melhora significativa na resolucao nestas

condicOes testadas. (Figura 5.3).
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Figura 5.3. Eletroferogramas NACE, em condi¢des exploratérias. Picos: 1-cinchonidina; 2-cinchonina;

3-quinidina, 4-quinina, * pico ndo identificado

Realizamos um estudo para verificar o efeito da acetonitrila na separagao dos
alcaldides da Cinchona em meio ndo aquoso. Como podemos verificar nos
eletroferogramas da Figura 5.4, a adicdo de acetonitrila ndo apresentou efeito
significativo na separacdo dos presentes analitos. As composicées dos eletrolitos
testados foram acetato de aménio 50 mmol L™* em metanol contendo 5% de &cido

acético e porcentagens entre 5 e 20% de acetonitrila.
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Figura 5.4. Eletroferogramas NACE, estudo do efeito da acetonitrila e da 4gua na composicao do

eletrélito de corrida. Picos:

1-cinchonidina; 2-cinchonina; 3-quinidina, 4-quinina, * pico n&o

identificado. Eletrélito: Acetato de Aménio 50 mmol L™, Acido Acético 5% (v,v), porcentagens variadas

de acetonitrila, eletrolito preparado em metanol
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O fato de ndo encontrarmos efeito significativo com o uso de acetonitrila e
agua na composicao do eletrolito de corrida (Figura 5.4), nos leva a supor que a
formacéo do par ibnico ndo explica a separacao, pois 0 aumento da acetonitrila forca
0 aparecimento do par i6nico (Figura 5.6), enquanto que a agua forca o
desaparecimento do par i6nico.

Para tal estudo buscamos uma molécula que fosse parecida com os
alcaléides da Cinchona, mas que possuisse substituicbes com grupos mais
volumosos, para cerificarmos o efeito das substituicbes na separacdo dos
compostos e com isso verificar qual efeito do solvente na separacdo dos alcaloides
da Cinchona. A cinchonidina O-benzil-N-antracenil foi utilizada para realizacéo de tal
estudo.

Foram injetados padrbes dos principais alcaldides presentes na Cinchona
juntamente com a cinchonidina O-benzil-N-antracenil para verificar a ordem de
migracdo dos compostos. A condicdo escolhida para realizacdo do presente
experimento foi o eletrolito composto por acetato de aménio 50 mmol L™* em metanol
contendo 5% de acido acético. Como verificamos que o efeito da acetonitrila ndo era
significativo, optamos em néo utiliza-la na composi¢cdo do eletrolito de corrida. O
eletroferograma a seguir apresenta a ordem de migracéao obtida.

Para entendermos a ordem de migracdo dos compostos na Figura 5.5
devemos levar em conta 0s grupamentos presentes nas moléculas e suas
interacOes intramoleculares, que sao consequéncias das conformacfes de cada
molécula. A Figura 5.6 apresenta as conformacfes mais estaveis para a quinina e
quinidina, calculado pelo software Spartan.

Uma possivel explicacdo para separacao entre os pares de diasteroisbmeros
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em meio ndo-aquoso se da a partir das interacdes intramoleculares existentes entre
a dupla ligacdo com anel aromatico (quinolinico), estas interacdes estdo indicadas
na Figura 5.6 pela seta de duplo sentido na molécula de quinidina, que levam a
regides onde o solvente ndo tem acesso. Essas interacbes se dao devido a
proximidade da dupla com o anel quinolinico, que ocorrem na quinidina e
cinchonidina. As moléculas que ndo possuem essa interacdo tém um tempo de
permanéncia maior no capilar. E possivel que a separacdo neste caso nio esteja
ocorrendo por formacdo de par iGnico, uma vez que existe uma interacao
intramolecular, por ponte de hidrogénio. Estes fatos explicam a ordem de migracao

(Figura 5.5) para os diasteroisbmeros em meio hdo aquoso.
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Figura 5.5. Eletroferograma em meio nio-aquoso (NACE). Eletrélito: Acetato de Aménio 50 mmol L,
Acido Acético 5% (v,v), porcentagens variadas de acetonitrila, eletrélito preparado em metanol. * pico

nao identificado.

A literatura reporta que a separacdo de moléculas em eletroforese capilar em
meio ndo aquoso se da pela possibilidade em diferencas na geometria, em
consequéncia de solvatacdo. Outra possivel explicacdo que a literatura apresenta
para separacao pode ser formacédo de par ibnico. Uma possivel explicacdo € devido
as interacdes com solvente e interacdes intramoleculares.

A cinchonidina O-benzil-N-antracenil € o composto que apresenta maior
mobilidade no sistema ndo aquoso estudado, como pode ser observado no
eletroferograma da Figura 5.5, isso ocorre, pois este composto possui substituicdes
com grupos muito volumosos o que impossibilita interacées intramoleculares, além
disso, 0 mesmo ndo possui grupos que interaja o suficiente com solvente para reté-

lo mais no capilar.
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Figura 5.6. Interac®es intramoleculares e regides de acesso do solvente

O grupamento metoxila da quinina e da quinidina interagem com o metanol, o
que diminui a mobilidade desses compostos em relagdo a cinchonina e
cinchonidina. A hidroquinidina, apesar de possuir uma metoxila, ndo possui a dupla
ligagdo, e com isso ndo existe outra interagéo intramolecular entre essa dupla e o
anel aromético, como indicado na Figura 5.6 com pela seta de duplo sentido na
molécula de hidroquinidina, o que aumenta a mobilidade da hidroquinidina em
relagéo a quinidina.

Como podemos observar na Figura 5.6, as pontes de hidrogénio indicadas
com as linhas pontilhadas, indicam que estas conformacdes sdo as mais estaveis
para as moléculas. Desta forma a quinina que ndo possui as interacdes

intramoleculares € a que possui maior tempo de permanéncia no capilar, ja a
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quinidina que devido a ponte de hidrogénio formada tem uma conformacdo que
favorece a interacéo entre a dupla ligacdo e o anel aromatico (anel quinolinico), com
isso € menos retido no interior do capilar em relacdo a quinina. O mesmo ocorre
para explicarmos a ordem de migracéo da cinchonina em relacdo a cinchonidina.
Essas sdo possiveis explicagdes que buscam entender como ocorre 0 modo
de separacdo em meio ndo-aquoso e como que 0 solvente interfere na separacao
dos presentes alcaldides. Por outro lado, estudos tedricos com experimentos de
dindmica molecular ou calculo estatico devem ser realizados, bem como estudo de
varios solventes de diferentes relaxacdes dielétricas, devem ser realizadas para
comprovar a possivel explicacdo para a separacdo dos principais alcaloides

presentes na Cinchona em meio ndo aquoso.
5.4.1 Figuras de Mérito para método em meio ndo-aquoso

Além de avaliarmos a influéncia do solvente na separacdo, avaliamos se o
método proposto possui caracteristicas adequadas para ser implementado em
rotinas de laboratério. Foram avaliados alguns parametros referentes a validacdo do
método. Os parametros avaliados foram a seletividade, linearidade, limite de

deteccao e limite de quantificacao (Ribani et al., 2004).

5.4.1.1 Seletividade

O método apresenta uma boa seletividade para os alcal6ides estudados,
como podemos verificar na Figura 5.7 que apresenta o eletroferograma dos padrdes

dos alcalbides e os mesmos no extrato da planta.
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Figura 5.7. Eletroferogramas: A) padrdes dos alcaldides (40 mmol L™); B) Extrato Cinchona calisaya.
Eletrdlito: Acetato de aménia 50 mmol L™, 5% (v/v) acido acético em metanol. Tensdo 30 kV,
temperatura 25 °C. Injecdo 5mbar/5seg e detecgdo 204 nm. Picos: 1 — cinchonidina, 2 — cinchonina, 3

— quinidina, 4 — quinina.
5.4.1.2 Linearidade, limite de deteccdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ)

Para construcdo da curva analitica de calibracdo foram injetados os padrbes
dos analitos nas faixas de concentracdo: cinchonidina 5,0 — 40 pg.mL™; quinina 70 —
110 pug.mL?; cinchonina 80 — 120 pg.mL™; quinidina 5,0 — 10 pg.mL™. Em todas
cinco curvas foram utilizadas 40 ug.mL™ de cinchonidina O-benzil-N-antracenil como
padrdo interno. As curvas de calibragdo foram construidas com as razdes de &reas
dos analitos pela area do padréo interno (cinchonidina O-benzil-N-antracenil) versus
a concentragdo. As Tabelas 5.1 a 5.4 apresentam os dados referentes as
regressodes lineares de quatro curvas. Podemos observar pelos dados estatisticos

compilados nas tabelas que o método apresentou boa linearidade uma vez que
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foram obtidos coeficientes de correlacgdo maiores que 0,99 nas faixas de
concentracdo estudadas além de F alto e baixo erro. Os limites de deteccao (LOD) e
os limites de quantificacdo (LOQ) foram obtidos a partir dos dados da regressao

linear.

Tabela 5.1. — Dados estatisticos para Cinchonidina

Parametros Dados Estatisticos
Faixa de trabalho* (ug.mL™) 5,0 - 40
Intercepto 0,11 + 0,007
Inclinacéo da reta 0,014 + 0,0002
Coeficiente de determinacéao 0,9987
Erro padrao 0,008
F 2186
Limite de deteccdo** (ug.mL™) 1,9
Limite de quantificacdo*** (ug.mL™) 5,7

* cinco niveis de concentracao, injecdo em triplicata de cada nivel
** | OD = 3,3(erro padréo/inclinacédo da reta)
*** | OQ = 10(erro padrao/inclinacdo da reta)
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Figura 5.8. Curva analitica para cinchonidina
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Tabela 5.2. — Dados estatisticos para Cinchonina

Parametros Dados Estatisticos
Faixa de trabalho* (ng.mL™) 80 - 120
Intercepto 0,57 = 0,036
Inclinacéo da reta 0,06 = 0,0004
Coeficiente de determinagao 0,9999
Erro padrao 0,011
F 3036
Limite de deteccéo** (ug.mL™) 0,60
Limite de quantificagdo*** (ug.mL™) 1,8

* cinco niveis de concentracéo, injecao em triplicata de cada nivel
** | OD = 3,3(erro padrao/inclinagéo da reta)
*** | OQ = 10(erro padréo/inclinacdo da reta)
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Figura 5.9. Curva analitica para cinchonina
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Tabela 5.3. — Dados estatisticos para Quinidina

Parametros Dados Estatisticos
Faixa de trabalho* (ng.mL™) 2,0-10
Intercepto 0,10 £ 0,012
Inclinacéo da reta 0,14 + 0,002
Coefiente de determinagao 0,9993
Erro padrao 0,011
F 6261
Limite de deteccéo** (ug.mL™) 0,26
Limite de quantificagdo*** (ug.mL™) 0,80
* cinco niveis de concentracéo, injecao em triplicata de cada nivel
** | OD = 3,3(erro padrao/inclinagéo da reta)
*** | OQ = 10(erro padréo/inclinacdo da reta)
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Figura 5.10. Curva analitica para quinidina
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Tabela 5.4. — Dados estatisticos para Quinina

Parametros Dados Estatisticos
Faixa de trabalho* (ng.mL™) 70 - 110
Intercepto 0,82 =+ 0,0,052
Inclinacéo da reta 0,045 + 0,0005
Coefiente de determinagao 0,9995
Erro padrao 0,018
F 6182
Limite de deteccéo** (ug.mL™) 1,3
Limite de quantificagdo*** (ug.mL™) 4,0
* cinco niveis de concentracéo, injecao em triplicata de cada nivel
** | OD = 3,3(erro padrao/inclinagéo da reta)
*** | OQ = 10(erro padréo/inclinacdo da reta)
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Figura 5.11. Curva analitica para quinina
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5.5 Conclusobes

O estudo do efeito do solvente apresentou um importante efeito do metanol na
separacao dos alcaldides da Cinchona em meio micelar e ndo aquoso. O método em
meio ndo aquoso também apresentou caracteristicas de desempenho que

possibilitam sua implementacdo como método de analise de rotina.
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6. Conclusoes

O método proposto para determinacdo dos alcaléides em extratos vegetais por
CE-DAD com uso de ciclodextrina como seletores quirais, apresentaram boa
linearidade, precisdo, exatiddo e tempos de analises relativamente pequenos. O
método proposto pode ser utilizado em rotina de laboratérios de controle de
qualidade de extratos vegetais, bem como em busca de adulteracdo de extratos,
uma vez que existe a facilidade na aplicacdo do método e apresenta boas
caracteristicas de desempenho.

O desenvolvimento do método de analise confirmatdria por CE-MS, mostrou que
com a implementacdo do preenchimento parcial (“partial filling”) do capilar com
eletrdlito contendo a-ciclodextrina como seletor quiral é possivel a analise
confirmatdria por CE-MS dos principais alcal6ides da Cinchona, que constituem dois
pares de diasteroisbmeros.

O estudo do efeito do solvente mostrou que existe um importante efeito do
metanol na separacdo dos alcaldides da Cinchona, uma vez que este efeito foi
observado tanto na separacéo destes alcaldéides em meio micelar quanto em meio

Nao agquoso.
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