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1.1 - PLANTAS MEDICINAIS

Desde os tempos mais remotos, as plantas foram usadas pelos
homens em rituais festivos, como fonte de medicamentos para o tratamento
de doencas, para o efeito da beleza e mesmo como veneno. A extragéo e
caracterizacdo de compostos ativos de plantas medicinais resultaram na
descoberta de drogas de alto valor terapéutico. Dos farmacos empregados
atualmente nos paises industrializados, em torno de 25% advém direta ou
indiretamente de produtos naturais, principalmente das plantas.” Ha uma
longa tradicdo do uso de plantas de uso cosmético, como exemplo, a
beladona (Atropa belladona L.) era colocada dentro dos olhos para produzir
a dilatacao das pupilas; atualmente a henna (Lawsonia inermis) é ainda
usada para a coloragdo dos cabelos.?

Talvez uma das plantas mais antigas empregadas pelo homem seja a
Papaver somniferum, que originou o 6pio e contém alcaldides e substancias
naturais, como a morfina. O 6pio era conhecido pelas civilizagbes antigas,
havendo relatos que confirmam seu uso desde 400 a.C., Galeno prescrevia
0 Opio para dores de cabeca, epilepsia, asma, cdlica, febre e estados
melancolicos. Os estudos quimicos sobre o épio comegaram no século XIX,
e em 1804 Armand Séquin isolou seu principal componente, a morfina,
batizada em homenagem ao deus grego do sono Morpheu. A estrutura
quimica da morfina foi elucidada em 1923 por Robert Robinson e
colaboradores, e sua sintese foi descrita em 1952.3

A quinina, um dos principais componentes da casca da Cinchona
officinalis, originou os farmacos anti-malaricos cloroquina e mefloquina.®

Para cacar ou pescar, os amerindios empregavam pocdes capazes
de envenenar ou imobilizar sua presa, sem que houvesse manifestacao de
efeitos toxicos ao comé-la, como exemplo, temos o curare, conhecido pelos
indios da Amazonia pelas propriedades ictiotéxicas.®

A aspirina € o analgésico mais consumido e vendido no mundo. Muito
embora derive do produto salicina, foi o primeiro farmaco sintético
empregado na terapéutica, tendo sua sintese concluida em 1897, pelo
quimico alemao Felix Hoffman, do laboratério Bayer (esta relatado na
historia que seu pai sofria de reumatismo crénico e ndo suportando mais o

desconforto causado pelo tratamento com salicina, incentivou o filho a
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preparar derivados que pudessem ser mais tolerados). A salicina foi isolada
pela primeira vez em 1829 pelo farmacéutico francés H. Leurox, contudo,
seu potencial terapéutico era conhecido desde a antiguidade. Substancia
presente em espécies do género Salix e Populus, a salicina ja havia sido
mencionada no século V a.C., de forma empirica pelo pensador grego
Hipdcrates. Em sua época, Hipdcrates indicava extratos preparados a partir
das folhas e casca de salgueiro branco (Salix alba), para o combate da febre
e da dor. Em 1838, o quimico italiano Raffaele Piria obteve o acido salicilico
sintético, através da hidrélise oxidativa da salicina.*

As flores de Hypericum perforatum L, conhecida como erva de Sao
Jodo, sao utilizadas para o tratamento de depressao leve a moderada. Na
Alemanha séo feitas 3,7 milhdes de prescricdes por ano 0 que corresponde
a 25% do total de prescricdes de antidepressivos naquele pais.’

Outra fonte de metabdlitos secundarios do ponto de vista econémico e
farmacologico é a Catharanthus roseus. Essa planta € capaz de produzir e
acumular mais de 90 compostos alcaloidicos com destaque a dois alcal6ides
de maior importancia para a industria farmacéutica: vincristina, utilizada no
tratamento de leucemia linfoblastica aguda infantil em diferentes graus de
tratamento quimioterapico e a vimblastina, de grande aplicacdo no
tratamento de diferentes linfomas, como o de Hodgkins, o sarcoma de
Karposi, cancer de ovario e tumores do testiculo. Seus valores de mercado
estdo estimados em U$ 6000/g (vincristina) e U$ 12000/g (vimblastina).®

Além destes, tém-se os medicamentos de origem natural usados no

tratamento do cancer — taxol, campotequinas,' entre outros.’

1.2 - METABOLISMO DAS PLANTAS®’

Durante a fotossintese, a clorofila, um pigmento magnésio-porfirina,
absorve energia do sol para transformar diéxido de carbono e agua em
glicose. Treze nutrientes minerais sdo absorvidos diretamente do solo
através das raizes das plantas, de acordo com sua importancia, 0s
nutrientes minerais sao classificados como macronutrientes primarios
(nitrogénio, fosforo e potassio), macronutrientes secundarios (calcio,
magnésio e enxofre) e micronutrientes (boro, cobre, ferro, cloro, manganés,

molibdénio e zinco).



Capitulo 1 - Introdugdo 3

O metabolismo das plantas é dividido didaticamente em metabolismo
primario e secundario, sendo que ndo existe uma divisdo exata entre eles.
Metabolismo primario ou basico refere-se aos processos bioquimicos
envolvidos na assimilacdo e transporte de nutrientes para a produgéo
(anabolismo), degradacao (catabolismo) ou simplesmente biotransformacéo
de moléculas que sao essenciais para a manutengcédo da vida e comum a
todos 0s organismos vivos. Metabdlitos primarios, tais como carboidratos,
aminoacidos, acidos graxos e nucleotideos sao, portanto, encontrados em
todas as plantas independentemente das espécies, e sdo diretamente
associados ao crescimento e desenvolvimento das plantas.

Substancias originadas a partir de rotas biossintéticas diversas e que
estdo restritas a determinados grupos de organismos sado produtos do
metabolismo secundario. Possuem caracteristicas quimicas variadas e, as
vezes, complexas sendo que a funcdo de muitos destes compostos ainda
permanece desconhecida. Os metabolitos secundarios tém sido associados
a adaptacédo do ambiente e interagdes ecoldgicas. Considerando a auséncia
do movimento e a falta de sistemas sofisticados de imunidade e processos
neuroldgicos, as plantas tiveram que desenvolver seus proprios mecanismos
de defesa e estratégias para assegurar sua disseminacdo. Muitos
metabdlitos secundarios exibem mecanismos de protegdo contra patdégenos
e predadores, como repelentes, liberando mau cheiro e sabor e até mesmo
como veneno. Pigmentos de flores podem mostrar cores atrativas para
polinizadores e insetos e preventiva contra predadores.

O mecanismo do metabolismo secundario e sua ligagcdo com o
metabolismo primério sdo mostrados de maneira simplificada na Figura 1.
Todos os metabdlitos secundarios derivam de duas maiores rotas
biossintéticas principais: acetato, na forma de seu tioéster com a coenzima A
e acido chiquimico, ou da combinagdo de ambos. Acetato também € o
precursor dos acidos graxos, através da reacdo de condensacao do
mevalonato, um intermedidrio chave na sintese de isoprendides e
derivativos. Através do ciclo do &cido citrico, acetato gera aminoacidos
alifaticos, tais como ornitina e lisina, os precursores de varias classes de
alcaléides (tropano, pirrolidina, etc). Acido chiquimico produz diretamente
acido galico, o progenitor de taninos hidrolisaveis, e aminoacidos aromaticos
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(triptofano, fenilalanina, tirosina) envolvidos na sintese de outros alcaldides
(inddis, etc). Via aminoacidos aromaticos, o &cido chiquimico & também
ligado a sintese de outros importantes intermediarios, como o &acido
cindmico, o0 precursor de numerosos compostos  aromaticos
(fenilpropandides, cumarinas, etc). O esqueleto basico de flavondides (dois
aneéis aromaticos conectados a trés pontes de carbonos) bem como os
taninos condensados, originam de duas rotas separadas: a rota do &cido

chiquimico, via fenilalanina e &cido cinamico, e a rota do acetato, via acido

malénico.
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Figura 1 - Esquema geral do metabolismo das plantas.

1.3 - INDICES ECONOMICOS

A Organizacao Mundial da Saude (OMS) apresentou dados em 1994,
nos quais 90% da populacdo do mundo faziam uso de plantas medicinais
pelas propriedades curativas e 81% nao tinham acesso a drogas sintéticas.
A importancia das plantas medicinais € demonstrada, até pelo fato que, 35%
das drogas prescritas sdo de origem natural em paises desenvolvidos.®®

Em 2000, o mercado mundial de plantas medicinais movimentou um
valor estimado de 22 bilhdes de dolares, com taxas de crescimento entre 10
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e 20%."%" Nos Estados Unidos (E.U.A.), o setor faturou 6,6 bilhdes de
dolares e 8,5 bilhbes na Europa, sendo a Alemanha, o maior mercado
mundial de fitoterapicos."” Na Alemanha, em particular, mais de 80% dos
médicos utilizam regularmente medicamentos a base de plantas.'®

Boa parte do comércio de fitoterapicos nos paises subdesenvolvidos
nao é formalizada. Considerando ainda que esses paises devem consumir
proporcionalmente mais fitoterapicos que os paises desenvolvidos, pode-se

concluir que o valor das vendas registradas no mundo esteja subestimado.'?

1.3.1 - A Situacao Brasileira

No Brasil, as plantas medicinais podem ser adquiridas em farmacias
de manipulagdo, supermercados e feiras livres, sendo que o controle de
qualidade € precario ou inexistente. A alta demanda e as dificuldades no
estabelecimento de controle de qualidade de tais produtos fazem com que
ocorram problemas de adulteragdo e baixa qualidade da matéria-prima ou
produto final.'> Como exemplo de tal situacdo, tem-se a adulteracdo de
folhas de espécie da Salvia officinalis com folhas de S. Triloba L., neste caso
a caracterizacao pode ser feita através de analises quimicas, pois o teor de
cineol na Salvia officinalis € aproximadamente duas vezes maior que de
tujona, sendo que na segunda espécie ocorre o inverso.” Um programa de
avaliagdo de camomila foi realizado em Minas Gerais e verificou-se que
somente metade das amostras apresentava os constituintes dos o6leos
essenciais necessarios a atividade anti-inflamatéria da planta.”* Em um
trabalho realizado em 1973, de 100 insumos vegetais obtidos por um
laboratério, constataram-se 21 adulteracdes, consistindo na substituicdo do
vegetal pela contaminagdo com outras espécies vegetais, ou na total

substituicdo do vegetal.'

1.3.1.1 - Vigilancia Sanitaria

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), é o
orgao responsavel pela legislagéo, fiscalizacao e aprovagao da utilizagéo de
plantas ligados & 4rea cosmética, farmacéutica e de alimentos.®

Em 1995, a ANVISA, estabeleceu regras para o registro de produtos
fitoterapicos, de acordo com a portaria n® 6 de 31/01/1995, que definiu que
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fitoterapico € um medicamento com componentes ativos de origem vegetal,
devendo apresentar estudos de eficacia e toxicidade dos produtos ja
existentes no mercado, estabelecendo-se um controle mais efetivo por parte
dos fabricantes e revendedores de fitoterapicos. Segundo a portaria, 0
fabricante deveria elaborar um relatério técnico que contenha informacdes
sobre a matéria-prima vegetal, droga vegetal, preparo fitoterapico
intermediario, produto fitoterapico, seguranca e eficacia, incluindo também
dados sobre a planta fresca, caracteristicas macroscopicas € microscopicas,
testes de pureza, andlise qualitativa e quantitativa dos principios ativos,
entre outros.'’

Esta legislacdao foi reformulada, mantendo suas caracteristicas
essenciais.'® Em 2004, novos critérios foram avaliados para a producgéo de
fitoterapicos sendo publicado no Diario Oficial da Unido (DOU) por meio da
Resolucdo RDC n°® 48, de 16 de marco de 2004. A base principal da
legislacdo é a garantia de qualidade do medicamento para o consumidor,
exigindo a reprodutibilidade dos fitoterapicos fabricados, a partir de um
“marcador” (Apéndice 1), assegurando ao paciente o consumo da mesma
quantidade da substancia ativa na troca da cartela, ou mesmo a opg¢ao por
outro fabricante. Outro critério é a comprovacao da eficacia e seguranca dos
fitoterapicos.®

1.3.1.2 — Dados Econdémicos Brasileiros

No Brasil, em 1998, os produtos naturais foram responsaveis pelo
controle de 5,5% do mercado total de medicamentos, representando
aproximadamente 566 milhdes de doélares.”® Além do uso fitoterapico,
industrias de perfumes, cosméticos e alimentos utilizam uma grande
variedade de esséncias e 6leos essenciais, oriundas de plantas, com taxa de
crescimento anual de aproximadamente 6% para perfumes, 8% na area de
alimentos e 7,5% em 6leos essenciais.?

O forte crescimento verificado neste setor deve-se a procura da
populagdo por produtos naturais, a melhoria da qualidade dos produtos
oferecidos ao consumidor, com a regulamentagdo da ANVISA e a entrada de
grandes empresas farmacéuticas no setor de fitoterapicos.?’ Em 2004, a
ANVISA aprovou o unico medicamento a base de isoflavona da soja
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(elaborado a base de extrato seco de Glycine max padronizado), do Aché
Laboratérios.??

1.4 - EXTRACAO

No século 18, a extracdo do aroma das flores era feita por uma
técnica denominada enfleurage, na qual, gordura era colocada em contato
com as flores, extraindo os odores da matriz da planta.?®

O conceito basico de preparacao de amostra é converter uma matriz
em uma amostra no formato que é desejado para analise, os modos de
extragao tém em comum alguns objetivos:

- remover interferentes da amostra, portanto, aumentando a
seletividade do método,

- aumentar a concentragcédo do analito e desta forma a sensibilidade do
ensaio,

- se necessario, converter o analito em uma forma mais desejavel
para detecgcao ou separacgao,

- providenciar um procedimento robusto e reprodutivel que é
independente das variagdes na matriz da amostra.

Os objetivos dos recentes procedimentos para a extracao de sélidos
tendem a reduzir a quantidade de solvente e de amostra, um diferencial sob
0 aspecto ambiental, minimizando a geragdo de residuo quimico. Ainda,
reduzir o tempo e melhorar a seletividade da extracdo,?* além do uso de
métodos validados, melhorando a qualidade e credibilidade do produto.

A extracdo de compostos bioativos de materiais vegetais pode ser
realizada de diversas formas, entre as quais: extragdo por solvente,
maceracao, percolacao, fluido super critico, Soxhlet, destilacdo, ultrassom,
entre outros. Pela Farmacopéia americana, os métodos mais utilizados para
extracao de constituintes de plantas sao ultrassom, aquecimento sob refluxo
e extracao por Soxhlet. A extragdo exaustiva mais freqiientemente utilizada
é a extracdo por Soxhlet.®

Nos proximos itens sdo mencionados alguns tipos de extragoes.
E essencial que o solvente usado para a extracdo de plantas para uso
cosmético seja adequado para as necessidades do produto final, por

exemplo, seria inapropriado incorporar um extrato contendo uma mistura de
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agua e propilenoglicol em um spray para cabelos, onde o solvente deixaria
um residuo indesejado, um extrato alcodlico seria preferivel para tal
preparagao.

Exemplos de tipos de preparagdes nos quais os extratos de plantas

poderiam ser incorporados em cosméticos sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 - Preparacdes de uso cosmético.

Meio extrator Usos
Agua Agua de banho, shampoos
Agua / Propilenoglicol Condicionadores, logbes para cabelo

e corpo, banho de espuma
Etanol / Propanol Sprays para cabelos, pds-barba

Miristato de isopropila / 6leos fixos Oleos para banho, aromaterapicos

Os extratos glicélico e hidroglicélico®® possuem alta concentracdo de
propilenoglicol, misturado d4gua em menor ou maior propor¢cdo. Uma das
vantagens deste tipo de extrato € sua ampla afinidade com formula¢des
cosmiatricas, por possuir carater emulsificante. O propilenoglicol & ainda um
excelente agente umectante e desinfetante, além de inibir a fermentacéo e o

crescimento de leveduras e ainda estabilizar vitaminas.

1.4.1 - Extracéao Sélido-Liquido*

A extracdo de plantas é geralmente conhecida como extragdo solido-
liquido, pois geralmente a planta, na sua forma sélida, é extraida em um
meio liquido.

Trés estagios ocorrem durante a extracdo: a penetragao do solvente
dentro das células da planta e seu inchamento, a dissolugao das substancias
extrativas e a difusdo das substancias para fora da célula.

A forma mais simples de extracdo sélido-liquido é o tratamento do
sélido com um dado solvente em um frasco seguido pela decantacao ou
filtracdo. Este tipo de extracdo é muito util quando o principal componente da
fase sélida € apreciavelmente soluvel no solvente.

Os processos de extracdo podem ser divididos em dois maiores

grupos: processo que resulta em um estabelecimento de um equilibrio de
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concentracdo entre a solugédo e o residuo solido e o processo no qual a
droga é extraida exaustivamente (remove completamente as substancias
desejadas da planta).”” No primeiro método pode-se citar extragdo por
maceragao e por ultrassom, e no segundo método, extracdo por Soxhlet e

percolacao.

1.4.1.1 — Extracao por Maceracao

Na maceracéo, de acordo com a USP 26,?® o material que esta sendo
extraido é primeiramente reduzido em um tamanho desejavel, misturado
com o solvente extrator e mantido a temperatura ambiente por um tempo
apropriado e com freqlente agitacdo até que o material soluvel seja
dissolvido. A mistura é filtrada, o material insoluvel é lavado com o mesmo
solvente usado para a maceracgao e o filtrado é combinado e concentrado,
usualmente a pressao reduzida, até desejavel consisténcia. De acordo com
Simées et al®, a extracdo é realizada em recipiente fechado, mantido a
diversas temperaturas, durante um periodo prolongado (horas ou dias), sob
agitacao ocasional e sem renovacao do liquido extrator. Este procedimento
nao conduz ao esgotamento da matéria-prima vegetal, devido "a saturagao
do meio extrator ou ao estabelecimento de um equilibrio difusional entre o
meio extrator e o interior da célula. Os fatores que influenciam a eficiéncia da
maceragao incluem: tamanho do material, capacidade de intumescimento,

temperatura, agitacao, tempo de extragao, proporcao planta/solvente, etc.

1.4.1.2 - Extracao por Ultrassom

O ultrassom tem sido utilizado para a extragcdo de componentes ativos
de plantas devido ao seu baixo custo, por reduzir o tempo de extragao e
aumentar o seu rendimento. Este melhoramento de extracdo é atribuido ao
fenbmeno denominado de cavitagao, produzido no solvente pela passagem
do ultrassom. Isto ocorre devido a formacdao de bolhas, sendo que a
implosédo das cavidades cria altas pressdes e temperaturas no micro-
ambiente.?® O tamanho das bolhas é muito pequeno, relativo ao volume do
liquido total, entdo o aquecimento produzido é rapidamente dissipado com
apreciavel mudanca nas condicdes do meio extrativo.*® O efeito das ondas
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ultrassénicas no material vegetal rompe as células e libera o seu conteudo
para o meio de extragao.

A extragdo de material seco envolve dois estagios: o passo inicial em
qgue o solvente penetra no vegetal facilitando o processo de inchamento e de
hidratacdo. E o0 segundo passo, em que ocorre a transferéncia de massa de
constituintes soluveis do material para o solvente por difusdo e processo
osmético. E durante este estadgio que energia adicional é usada para
acelerar o processo, tal como agitagdo, aumento de temperatura e
vibracdo.®'

Numerosos fatores afetam a extracao, entre os quais, as propriedades
do material vegetal, quantidade, solvente (seletividade e quantidade).
Reduzindo o tamanho do vegetal aumenta-se o numero de células
diretamente expostas para extracao por solvente em ultrassom, este efeito
pode ser utilizado moendo-se o material antes da extragéo.®'

Para a extracdo por ultrassom, vibragbes com frequéncias acima de
20 kHz sao aplicadas a amostra, porém, a sonicagdo pode causar
decomposicdo ou oxidagcdo de compostos.® O ultrassom pode produzir
alguns efeitos quimicos devido a produc¢ao de radicais livres dentro das
bolhas de cavitacdo, ndo sendo benéfico para o processo de extragdo. A
sonicagdo da agua resulta na formagéao de radicais livres, os quais podem
combinar-se para formar peroxido de hidrogénio.

A extragdo por ultrassom é efetiva para extrair varios analitos de
diferentes tipos de amostras. Altas temperaturas (que aumentam a
solubilidade e difusividade) e pressdes (que favorecem a penetracao e
transporte da interface entre a solu¢cao aquosa ou organica sujeita a energia
ultrassénica e uma matriz sélida) resultam em alto poder extrativo.*® De
acordo com Vinatoru e colaboradores poucas plantas requerem mais de
duas horas de sonicag&o.*

O beneficio de usar o ultrassom na extracdo de plantas ja tem sido
demonstrado por um grande numero de compostos de interesse da industria
de alimentos, farmacéutica e cosmética. A reducao do tempo de maceragao
de 8 h para 15 min, usando ultrassom, tem sido reportada na extragdo do
alcaléide reserpina de Rawolfia serpentina® A extracdo de compostos

farmacologicamente ativos da Salvia officinalis aumentou a eficiéncia de
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extracdo em 60% de alguns compostos, com o uso de ultrassom por 2 h em
temperatura ambiente.®

O ultrassom tem sido aplicado também para a extragdo de compostos
volateis, como os presentes no vinho branco® e alho (Allium sativum).*®

A aplicacdo da técnica de ultrassom para extracdao de acido
clorogénico foi feita nas folhas de Eucommi ulmodies Oliv. Em métodos
convencionais a extracdo de acido clorogénico é feita por aquecimento e
refluxo cuja desvantagem € a perda do composto devido a ionizacao,
hidrélise e oxidagdo durante a extragdo.®” Um enriquecimento dos extratos
das plantas de sélvia (Salvia officinalis L.) e de valeriana (Valeriana
officinalis L) foi observado quando a sonicacao foi aplicada continuamente,
mas este modo ndo é considerado desejavel para propdsitos em escala
industrial devido a razdes econdémicas.®® Um procedimento simplificado de
extracdo usando o ultrassom foi obtido por Li e colaboradores para andlise
de 6leos em semente de soja.*® Ultrassom também foi usado por Albu e
colaboradores para aumentar a eficiéncia de extragdo do acido carnésico de
Rosmarinus officinalis, reduzindo o tempo de extragdo em comparagao com

métodos convencionais.*

1.4.1.3 - Dispersao de Matriz em Fase Sélida

Dispersdao de matriz em fase sélida, conhecida como MSPD (do
inglés, Matrix Solid Phase Dispersion), € um processo patenteado por
Barker, reportado em 1989.%°

MSPD é uma técnica de limpeza de amostra, tendo um procedimento
simplificado que permite a eliminacao da etapa de extracao liquido-liquido,
portanto, este processo evita 0 uso de grande quantidade de solvente, a
ocorréncia de emulsdo e a lentiddo associada a extracdo liquido-liquido,
além de sua simplicidade e robustez.

Neste processo, a amostra é homogeneizada agregando-se uma
quantidade de sorvente (como, por exemplo, octadecilsilica), sendo
mecanicamente misturada com pistilo em almofariz para o completo
rompimento e dispersdo da amostra. MSPD emprega, em geral, pequena
quantidade de amostra, aproximadamente 0,5 g, misturada com 2,0 g do
suporte sdélido (na proporcédo de 4:1). A mistura é transferida para uma



Capitulo 1 - Introdugdo 12

coluna de vidro, contendo uma barreira que retém a amostra, por exemplo,
vidro sinterizado, e eluida com solvente apropriado. Neste processo a
extracao, fracionamento e purificagdo sédo realizadas em uma unica coluna.
Cuidados devem ser tomados para que nao ocorra a formagéo de canais e a
nao compactacdao do material. O procedimento da extracao realizada por
MSPD é mostrado na Figura 2.

MSPD conduz simultaneamente o rompimento e extragdo de
amostras soélidas, semi-sélidas e viscosas em um suporte sélido, este,
dispersa os componentes da amostra, aumentando a area superficial e os
componentes distribuem-se entre as fases de acordo com suas polaridades.
Os componentes apolares dispersariam na fase apolar e seriam afetados
pelas mudancas dinamicas que ocorrem durante o processo. Moléculas
polares pequenas (como a agua) associariam-se com silandis, bem como
componentes da matriz capazes de fazer ligacbes por ligacoes de

hidrogénio.*’
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0,5 g amostra

2.0 g adsorvente

Zoluna usada para MSPD

Figura 2 — Procedimento para extracdo por MSPD.

MSPD tem sido usada na extragcdo de compostos fendlicos do cha
verde, como acido galico, acido siringico, catequinas, rutina e
epigalocatequina.”> MSPD também foi usada para a determinacdo de
isoflavonéides em Radix astragali ** e na extracdo de &cidos fendlicos de
Melissa officinalis. **

Um sorvente, conhecido como Florisil, consiste de granulos brancos
e porosos, composto de 15,5% de 6xido de magnésio, 84% de dioxido de
silicio e 0,5% de sulfato de s6dio* e possui como centro aceptor de elétrons,
os fons Mg?*, que retém compostos com pares de elétrons livres de atomos
de nitrogénio (ou enxofre), tais como quinolina, purina e derivativos de

pirimidina e aminoacidos, removendo-os dos extratos.*® Compostos béasicos
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de nitrogénio sao fortemente retidos em Florisil.*” Florisil tem sido usado na

extracdo de compostos fendlicos de folhas de Pinus sylvestris.*®

1.4.1.4 - Extracao por Soxhlet

O método de extracdo por Soxhlet é considerado tradicional e tem
sido usado ha mais de 100 anos.*® Neste procedimento, a amostra sélida é
colocada em um filtro de papel na parte superior do Soxhlet (dedal), e o
solvente, que estd na parte inferior (baldo), € continuamente aquecido,
condensando e preenchendo o dedal. Apds determinado volume, a solucao,
ja contendo os analitos dissolvidos, retorna para o baldo e o processo €
repetido até o analito ser removido da amostra soélida, ficando concentrado
no baldo. O ciclo é repetido numerosas vezes e, desta forma, a espécie
desejada é concentrada no baldo de destilagdo. A velocidade de extragéao
pode ser influenciada pela escolha do solvente e a temperatura.*® A amostra
deve ser estavel na temperatura de ebulicido do solvente. A extracdo é
considerada exaustiva, seu custo é baixo, obtendo-se boa recuperacao, o
tempo de extracdo € de 6 - 48 h, o consumo de solvente é de geralmente
200 - 600 mL e o desenvolvimento do método é simples.® A extracdo de
metabdlitos secundarios por Soxhlet pode ser revista em varios

artigos.>0-°1:2

1.4.1.5 — Extracao por Percolacao

Na percolacdo, de acordo com a USP 26,2 o material que esta sendo
extraido é primeiramente reduzido em tamanho desejavel sendo misturado
com um solvente especifico e mantido parado por 15 min. A mistura é
transferida para um percolador com suficiente quantidade de solvente para
cobrir toda a planta e a mistura é percolada com solvente lentamente
(menor que 1 mL min” para 1000 g do material). Todo o material é
concentrado, geralmente por destilacdo a pressao reduzida.

1.4.2 - Extracao Liquido-Liquido
A extracdo liquido-liquido (LLE) €& usada extensivamente em
laboratério,®® sendo os constituintes hidrofébicos das amostras extraidos da

fase aquosa com um solvente imiscivel. Varios solventes podem ser usados,
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incluindo pentano, hexano, éter dietilico, acetato de etila, cloroférmio e
cloreto de metila.
Para um analito /, o processo de extragdo pode ser ilustrado como:

. 4 .
- A
I amostra ! fase organica

onde a amostra representa a solucdo da amostra e a fase orgénica
representa o solvente utilizado na extragao.

No equilibrio, o coeficiente de particdo (K) de um analito em um
sistema de duas fases é:

Ki = Ci, fase orgénica/ Ci, amostra
onde, C; rase organica € @ concentracdo de i no solvente de extracao e C; amostra
€ 0 equilibrio da concentragcado de i na fase da amostra, sendo que o analito
deveria ser extraido quantitativamente da amostra na fase organica.

Para compostos com caracteristicas acidas ou basicas, o ajuste do
pH é de grande importancia para assegurar alto coeficiente de particdo. Na
extracao de compostos basicos, o pH é ajustado na faixa alcalina, enquanto
que para os compostos acidos, na faixa acida.

Na extragdo acido-base utilizam-se processos de particdo entre
solventes aquosos acidos ou basicos e solventes organicos imisciveis com
agua (éter, cloroférmio, acetato de etila). Para uma unica extragéo (a frio ou
a quente) usa-se geralmente um solvente polar (etanol ou metanol), para
mais de uma extracao utilizam-se 3 tipos de solventes: apolar (hexano, éter
de petrdleo), de polaridade moderada (diclorometano, cloroférmio) e polar
(metanol, etanol), no entanto, devido a protocolos internacionais, que
condenaram o uso de solventes clorados, estes solventes ja ndo devem ser
utilizados para a preparacao de extratos, sendo, portanto, indicadas duas
extragdes.>

Um dos principios que 0s quimicos usam para predizer a solubilidade
de uma substancia € que ela tende a dissolver em um solvente que é
quimicamente similar, por exemplo, a solubilidade em agua requer que as
espécies tenham algumas caracteristicas neste meio. O grupo hidroxila é
polar, por causa da diferenga na eletronegatividade entre os atomos de
hidrogénio e oxigénio, em outras palavras, a ligacao tem também carater

idnico parcial.*
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Etanol possui um grupo hidroxila similar ao da 4gua, portanto, quando
etanol é adicionado na agua, ambos sdo misciveis em todas as propor¢oes.
A atracdo entre as moléculas € enfraquecida pela presenca de unidades
apolares de hidrocarbonetos, por exemplo, a solubilidade de octanol em
agua é de 2%, isto ocorre devido a sua caracteristica estrutural dominante,
por possuir unidades de hidrocarbonetos. A atra¢cdo do grupo polar OH para
a agua nao é suficientemente forte, portanto a solubilidade de octanol seria
maior em um solvente apolar.

Em geral, se um composto tem um grupo polar e apolar em sua
estrutura, aquele tendo cinco ou mais atomos de carbono na porcao de
hidrocarboneto da molécula seria mais solluvel em solventes apolares como

éter dietilico, pentano ou cloreto de metila.

1.4.3 - Extracdo em Fase Solida®

Uma das técnicas usadas para limpeza de amostra € a extracdo em
fase sdlida, conhecida como SPE (do inglés, Solid Phase Extraction), a qual
envolve o uso de cartuchos, onde a amostra passa através do sorvente
ativado, e os analitos concentram-se em sua superficie, enquanto outros
componentes passam através deste. O equilibrio entre o analito e o sorvente
€ alcangado rapidamente por causa da grande superficie do sorvente.
Usualmente, o tamanho das particulas varia de 10 - 60 um. Como os
materiais sdo similares aos usados em cromatografia liquida (exceto, pelo
tamanho da particula), a grande variedade de fases estacionarias da
cromatografia liquida sao também aplicadas a SPE. A escolha do sorvente
depende da matriz da amostra, do analito interesse e seus interferentes.

A extracdo é conduzida em quatro etapas:
1 - condicionamento - o grupo funcional do sorvente é solvatado para fazé-lo
interagir com a amostra,
2 - retencao - os analitos sao ligados a superficie,
3 - lavagem - espécies indesejaveis sao removidas e,

4 - eluicdo - os analitos sao dessorvidos e coletados para analise.
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1.5 - ELETROFORESE CAPILAR (CE)
1.5.1 - Fundamentos da Eletroforese Capilar

Eletroforese capilar é uma técnica de separagdo baseada na
migracao diferenciada de compostos idnicos ou ionizaveis sob agdo de um
campo elétrico. A eletroforese como técnica de separacao foi introduzida por
Tiselius® em 1937, que obteve a separacgdo parcial de algumas proteinas
constituintes de soro sangliineo em solucdo livre em tubos verticais em
formato de “U”. Em 1967, Hjérten®” descreveu o primeiro trabalho com uso
de campo elétrico elevado empregando tubo de quartzo com dimensdes de
300 um de diametro interno e 36 cm de comprimento, com tensao de 2,5 a
3,0 kV. Em 1979, Everaerts et al.”® demonstraram o uso de tubos de teflon
com diametro interno de 200 um, para a separacdao de 16 anions,
constituindo a primeira publicagdo de eletroforese capilar. Na década de 80,
Jorgenson e Lukacs® realizaram avancos, com o uso de capilares de silica
fundida de 75 um de diametro interno.

O rapido avanco da eletroforese capilar deve-se em parte, pela
simplicidade instrumental, mas principalmente pela variedade dos modos de
separacao que podem ser efetuados em uma unica coluna capilar e pela
diversidade dos compostos passiveis de analise em cada modo.

A eletroforese capilar € realizada em tubos com dimensdes capilares,
tipicamente 25 - 75 um de diametro interno e 375 um de didmetro externo. O
uso do capilar apresenta numerosas vantagens, particularmente por
favorecer a dissipagédo de calor, que é causado pela passagem de corrente
através do meio condutor (efeito Joule). Um dos fatores desfavoraveis
decorrente do efeito Joule é que moléculas localizadas na regido central do
meio de separa¢dao migrardo mais rapidamente que as moléculas localizadas
nas bordas, causando o efeito de dispersdo de zona; altas temperaturas
também podem causar degradacao térmica de algumas moléculas. A alta
resisténcia elétrica do capilar permite o estabelecimento de campos elétricos
elevados (100 - 500 V c¢cm™), resultando em separacdes de alta eficiéncia
(geralmente excede 10° pratos tedricos).®°
A eletroforese capilar oferece outras vantagens sobre os métodos

eletroforéticos convencionais, como a injegdo do volume reduzido de
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amostra (1 - 10 nL), baixo consumo de reagentes e a completa automagao
da analise, com possibilidade de injecdo e deteccdo em fluxo. A
configuracdo instrumental basica de um equipamento de eletroforese capilar
esta esquematizada na Figura 3.°

O sistema consiste de uma fonte de alta tensdo, capilares (0 mais
comumente usado é o de silica fundida), eletrodos (usualmente platina) e um
detector apropriado. As extremidades do capilar sdo imersas nos
reservatérios contendo um eletrélito adequado, sendo preenchido com o
mesmo. Uma fonte de alta tensdo é usada para estabelecer um campo

elétrico, sendo conectada através de eletrodos aos dois reservatorios.

DETECCAO

b
g CAPILAR
A

e
AMOSTRA

CONTROLE

FONTE DE *
ALTA TENSAO

Figura 3 — Instrumentacao para eletroforese capilar.

Capilares de silica fundida sao tipicamente usados como uma célula
de detector, pois sdo transparentes a luz ultravioleta (UV) e visivel (Vis). A
janela da célula pode ser simplesmente queimada em uma pequena segao
do capilar, retirando-se a cobertura externa de poliimida. Esta se¢éo é entao
colocada no caminho de luz do detector. Capilares sao freqientemente
inseridos em cartuchos dotados de sistema de circulagédo de liquido que
permite o controle termostatico do capilar. Um outro sistema utiliza

ventiladores para dissipagao do calor.
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Na eletroforese capilar as amostras podem ser introduzidas no capilar
pelos modos eletrocinético ou hidrodinamico. Na injec&do eletrocinética, um
gradiente de potencial é estabelecido ao longo do comprimento do capilar
por um periodo de tempo conhecido, enquanto que na injecéo hidrodinamica
utiliza-se um gradiente de pressdo. O gradiente de pressdao pode ser
estabelecido por diferentes mecanismos: pressuriza¢gao ou vacuo em um dos
reservatorios de solugcao, ou por gravidade, onde um dos reservatorios €
elevado em relag@o ao outro e a amostra é introduzida por sifonagem.

O desenvolvimento de novos sistemas de deteccao em eletroforese
capilar tem sido uma area de intensa pesquisa desde a implementagao da
técnica.®? O rapido avanco técnico nessa area tem sido atribuido a relativa
facilidade com que alguns detectores, de uso geral em cromatografia liquida,
sao adaptados para eletroforese capilar. Pequenas modificagdes nestes
detectores sdo suficientes para acomodar capilares de silica fundida, como
células de deteccédo em fluxo.

Uma variedade de detectores tem sido usada na eletroforese capilar,
incluindo detecg¢do por ultravioleta-visivel (UV/Vis), por fluorescéncia, por
condutividade, amperométrica, espectrometria de massas, etc. O detector
mais amplamente utilizado é o de UV/Vis, sendo um tipo deste utilizado o
arranjo de diodos, que tem a vantagem de deteccdo em multiplos

comprimentos de onda e a habilidade de fornecer dados espectrais.

1.5.2 - Mobilidade Eletroforética

Solutos carregados sao separados devido as diferencas em suas
mobilidades eletroforéticas (uef). Sob acdo de um campo elétrico (E) e na
auséncia de fluxo, um soluto carregado migrara através do tampao com uma

velocidade eletroforética (ver) expressa pela Equagéo [1].

Vet = E . Uef [1]

Sendo a velocidade eletroforética e 0 campo elétrico expressos pelas
Equagdes [2] e [3].
Vet = La/ tmig [2]

E = V/ Ltot [3]
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onde, Ly € o comprimento do capilar até a localizagéo da janela do detector,
tmig € 0 tempo de migragéo, V é a tenséo aplicada e Lyt € 0 comprimento
total do capilar. Desta forma, rearranjando as Equagdes [1], [2] e [3] a
equacao da mobilidade eletroforética é expressa por:

La - Ltot
Mot = ——— [4]

1.5.3 - Mobilidade Efetiva

A mobilidade efetiva € um parametro usado para descrever a
migracdo de analitos parcialmente dissociados, consistindo de espécies
ibnicas e neutras que interagem por um equilibrio dindmico acido-base. Sob
a influéncia de um campo elétrico, todas as espécies migram como um todo.

Somente as mobilidades ibnicas da base ou do acido conjugado sao
consideradas, cada um com um valor particular de mobilidade, dependendo
do pH do meio. Assim, da mesma forma que o0s ions simples séo
caracterizados por um valor de mobilidade i6nica (u;), @ mobilidade efetiva

(uep) pode ser calculada pela defini¢do classica de Tiselius.%®
Hep=Z (W - o) [5]

onde: uep € @ mobilidade efetiva, p; € a mobilidade i6nica de cada espécie

individual e o; € a fragdo molar.

A fracdo molar depende da magnitude das constantes de dissociacao

do soluto e do pH do meio e, para sistemas monopréticos, € definida como:

Ka [6]
o =—-
Ka+[H"]

onde: o; é a fracdo molar e K, é a constante de dissociagéo.
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1.5.4 - Fluxo Eletrosmoético

Quando um eletrélito é introduzido dentro do capilar, a superficie
interna do capilar adquire carga. Quimicamente, a silica fundida é
caracterizada pela presenga de grupos silandis que sao carregados
negativamente em pH superior a 3. Os grupos silanoato atraem cations do
eletrdlito, formando uma camada interna na parede do capilar (camada fixa).
Como estes cations nao neutralizam todas as cargas negativas, uma
segunda camada de cations é formada (camada difusa). Este modelo é
conhecido como dupla camada elétrica. Quando um campo elétrico é
aplicado, parte dos cations da camada difusa é atraida em diregcdo ao
eletrodo de carga oposta. Durante a migracdo, os ions transportam
moléculas de agua, induzindo um fluxo de solugdo como um todo, conhecido
como fluxo eletrosmético (EOF, do inglés electrosmotic flow).

A mobilidade do fluxo eletrosmético (uosm) € dependente das
caracteristicas do tamp&o, como a constante dielétrica, a viscosidade, o pH
e a concentragao, e é expressa pela Equacgao [7].

-e.¢€9.C

[7]

Hosm =

n

onde, & é a constante dielétrica, €y € a permissividade do vacuo, { é o

potencial zeta e n é a viscosidade.

Os dois maiores parametros que influenciam o fluxo eletrosmético séo
o potencial zeta e a viscosidade. O potencial zeta é influenciado pela
concentragcado do tampao e carga da superficie. A concentracdo do tampéao
pode ser facilmente mantida constante. H4 formas para mudar a carga da
superficie, a qual subseqientemente influencia o EOF, mas muitas delas
podem ser facilmente controladas, tais como pH do tampao. O EOF pode ser
pouco reprodutivel em pH menor que 2,5 e pH na faixa de 8 a 10, onde um
maior tempo de pré-condicionamento do capilar é recomendado. O EOF é

fortemente influenciado pela adsorcao de molécula na parede do capilar. A
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viscosidade depende da temperatura e do conteudo de polimeros ou de
solvente organico.®

A mobilidade aparente (uap) de um analito pode ser expressa como a
soma da mobilidade eletroforética () € a mobilidade do fluxo eletrosmobtico

do sistema (uosm), expressa pela Equacéo [8].

Map = Hef + Hosm [8]

1.5.5 - Inversao do Fluxo Eletrosmético ©°

Na eletroforese capilar no modo normal, o fluxo eletrosmético é do anodo
para o catodo, sendo que o detector esta localizado no catodo. Dessa forma,
anions sao atraidos para o anodo e o fluxo eletrosmoético deve ser
suficientemente forte para carrega-los em direcdo ao catodo. Sob estas
condi¢des, a ordem de migracdo dos compostos € de solutos catidnicos,
neutros e aniénicos. Para a andlise de anions o tempo de separagéo pode
ser reduzido revertendo-se a diregdo do fluxo eletrosmético e a polaridade
dos eletrodos, neste caso, o fluxo eletrosmético é do catodo para o anodo.

O fluxo eletrosmético pode ser invertido, adicionando-se um sal
quaternario de amoénio ao tampao. Como mostrado na Figura 4, as cargas
positivas da amina quaternaria ligam-se através de interaces i6bnicas com
0s grupos silanoatos da parede do capilar. O grupo hidrofébico da amina
quaternaria associa-se através de interagdes hidrofébicas com as aminas
quaternarias que estdo em solucdo. A cabeca hidrofilica do tensoativo,
carregada positivamente, atrai os anions do tampao. Quando um campo
elétrico € aplicado, estes anions sédo atraidos para o eletrodo positivo e seu
movimento desloca o fluxo como um todo em direcdo ao eletrodo positivo,
resultando na inverséo do fluxo eletrosmético.

Uma variedade de sais de amoénio quaternario tem sido usada como
modificadores de fluxo, como o brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB),
cloreto de cetiltrimetilaménio (CTAC), brometo de tetradeciltrimetilaménio
(TTAB), entre outros.
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< Flyy0 Eleroosmético Invertido

Figura 4 - Representacao do interior do capilar de silica fundida mostrando a

inversdo do fluxo eletrosmotico pela adigcdo do sal de amdnio quaternario.
(Os anions estao representados hidratados)

1.5.5.1 - Método de Deteccao Indireta na Analise de Compostos
Anidnicos

A detecgéo indireta envolve a adicado ao eletrdlito de uma espécie que
absorve fortemente na regido do ultravioleta (croméforo). Assim sendo, a
absorbancia de um croméforo anibnico € monitorada continuamente no
decorrer da analise. Quando a banda do soluto aniénico atinge o detector, o
anion do cromoforo é deslocado e o sinal da absorbancia decai, retornando
a sua posigao original assim que o soluto deixa o detector, como

representado na Figura 5.
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Figura 5 - Representacdo da analise de anions pelo método de deteccao

indireta.

A simetria dos picos dos anions depende do tipo de tampao utilizado.
A banda se torna simétrica quando a mobilidade do soluto € préxima da
mobilidade do anion do eletrdlito. Diferentes mobilidades tornam as bandas
distorcidas. Os picos sdo assimétricos quando a presenca da banda da
amostra gera variacdes no campo elétrico.®®

Cromato é comumente usado para analise de anions inorganicos
devido a sua alta mobilidade, entretanto, para a anélise de compostos com
menor mobilidade, tais como &cidos carboxilicos (C1 - C8), o benzoato é
mais desejavel. Hidrogenoftalato de s6dio e o 4cido 3,5 dinitrobenzodico sao
popularmente usados para andlise de &cidos organicos de media
mobilidade, sendo a mobilidade do piridinodicarboxilico (PDC) similar ao

hidrogenoftalato.

1.5.5.2 - Método de Deteccao Indireta na Analise de Compostos
Cationicos

Céations inorganicos sao pequenos e tém maior densidade de carga
(proporgéo carga/raio) comparada a muitos ions organicos, portanto sua
mobilidade eletroforética é maior. O problema na analise de cations
inorgénicos é devido a pequena diferenca na mobilidade e baixa absorgao
pela radiagdo UV. Somente os metais alcalinos exibem grande diferenca em



Capitulo 1 - Introdugdo 25

suas mobilidades e, portanto, podem ser facilmente separados. Cations
bivalentes e trivalentes, tais como alcalinos terrosos, metais de transigcao,
ndo podem ser separados com um simples eletrdlito, pois suas mobilidades
sdo muito similares devido a proporcdo carga/massa. Reacdes de
complexacao sao empregadas nestes casos para melhorar a diferenca em
suas mobilidades. A complexagdo de cations com ligantes é usada para
mudar a seletividade da separacdo ou para facilitar a deteccdo. Se os
complexos sao rapidamente formados, entdo a complexagdo dentro da
coluna pode ser usada. Um ligante é adicionado ao eletrélito de corrida e um
rapido equilibrio entre o ion metalico livre e seu complexo é estabelecido
com a formacéao de diferentes graus de complexagdo com varias cargas nos
complexos formados, sendo que diferentes ions metdlicos terdo diferentes
velocidades de migracédo. O modo CZE (item 1.5.6) e a detec¢ao indireta sao
empregados neste caso.

Varios agentes complexantes tém sido utilizados, o &cido o-
hidroxibutirico (a-HIBA), pKa = 3,79, é freqlentemente usado. O equilibrio
de complexacdo com os ligantes é influenciado pelo pH do eletrélito e a
concentragcdo do agente complexante. Separacédo de céations também pode
ser influenciada por sua interacdo com éter coroa, o qual depende do
tamanho do cation e da cavidade do éter coroa. O melhor resultado tem sido
obtido com 18,6 - éter coroa sendo as mudangas de seletividades maiores.
O uso de éter coroa possibilita a separacdo do potassio de amonio.®’

Croméforo, como o imidazol, é usado para andlise de cations.®®
Imidazol possui mobilidade eletroforética préxima dos cations metélicos,
sendo o seu pKa igual a 6,9.%°

A versatilidade da eletroforese capilar € parcialmente derivada de
numerosos modos de operacdo: eletroforese capilar em solugéao livre,
cromatografia eletrocinética micelar, eletroforese capilar em gel, focalizagdo
isoelétrica capilar e isotacoforese. Neste trabalho foram utilizados os dois
primeiros modos de operacdao, discutidos em maiores detalhes nas préximas

secoes.
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1.5.6 - Eletroforese Capilar em Solucao Livre

Na eletroforese capilar em solucao livre, conhecida como FSCE (do
inglés, Free Solution Capillary Electrophoresis), o capilar é preenchido com
um eletrélito, geralmente com caracteristicas tamponantes. Sob a influéncia
de um campo elétrico, o eletrélito move-se através do capilar devido ao fluxo
eletrosmotico. Moléculas carregadas sdo separadas devido a diferengcas em
suas mobilidades eletroforéticas e tenderao a migrar em direcéo ao eletrodo
de carga oposta. O fluxo eletrosmético é usualmente maior que a mobilidade
eletroforética dos solutos orgénicos carregados negativamente, sendo
arrastados pelo eletrélito em direcao ao detector, geralmente posicionado no
terminal catédico. Solutos neutros ndo possuem mobilidade eletroforética e
movem-se através do capilar com a mesma velocidade que o fluxo
eletrosmotico. Solutos carregados positivamente migram em direcdo ao
catodo sob a influéncia de ambos, mobilidade eletroforética e fluxo
eletrosmotico, movendo-se mais rapido que o fluxo eletrosmotico. Portanto,
a ordem na qual os solutos migram através do capilar é de céations, neutros e
anions. A velocidade com que os solutos carregados migram em direcao ao
detector depende da relagdo carga/massa: solutos pequenos com maior
mobilidade sdo os primeiros a migrar através do capilar (cations altamente
carregados), anions pequenos altamente carregados sao os ultimos a migrar
(Figura 6).
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=

fluso eletrocsmatico

Figura 6 - Representacdo esquematica da eletroforese em solugao livre

(FSCE). “+”, “N” e “-“ representam solutos catiénicos, neutros e anibnicos,
respectivamente, EOF é o fluxo eletrosmdtico.

O fluxo eletrosmético é responséavel pela condugédo dos solutos, sem
distingdo de carga, em direcdo ao detector, permitindo assim a analise
simultanea de amostras contendo solutos catidnicos, neutros e anibénicos,
muito embora ndo haja discriminagdo temporal entre diferentes solutos
neutros. Estes podem ser separados usando um tipo de eletroforese capilar
conhecido como cromatografia eletrocinética micelar.

Na FSCE é bastante comum o uso de eletrdlitos aditivados. O uso de
aditivos é bastante indicado em quatro situagdes: para alterar a mobilidade
do soluto, modificar o fluxo eletrosmético, solubilizar solutos ou compostos
na matriz da amostra e reduzir a interacdo de certos solutos com a parede
do capilar.®®

A adicao de modificadores organicos ao eletrdlito permite a andlise de
alguns analitos que ndo sdo normalmente solliveis em sistema aquoso,
aumentando sua solubilidade ao tamp&o. Também sao indicados para
melhorar a seletividade, por influenciar a mobilidade efetiva e a mobilidade
do fluxo eletrosmdético. Solventes orgéanicos podem afetar a propriedade
eletroforética dos compostos de duas maneiras: alterando a prépria
mobilidade (os ions carregados dependem da viscosidade da solugao),
assim como, influenciando os valores dos pKa’'s dos eletrélitos fracos.”

Solventes orgéanicos sado também conhecidos por reduzir o fluxo
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eletrosmotico, o qual pode resultar em melhor resolugdo as custas de um
maior tempo de andlise. Por exemplo, os alcoois interagem fortemente com
a parede do capilar, resultando em maior concentragdo aparente do alcool
dentro da dupla camada, estas intera¢des resultam em maior viscosidade
aparente dentro da dupla camada. A mudanca do fluxo € menor no caso da
acetonitrila (ACN), devido a mais fraca interacado entre ACN e a parede do
capilar. O conteudo de ACN acima de 10% é aceitavel, sem causar perdas
por evaporacdo, concentracdo de 15% (v/v) ja aumenta o efeito de
evaporacao significantemente e maiores quantidades de ACN ndo séo

aceitaveis.®

1.5.7 - Cromatografia Eletrocinética Micelar

A cromatografia eletrocinética micelar, conhecida como MEKC (do
inglés Micellar Electrokinetic Chromatography), foi introduzida por Terabe et
al”' em 1984 e o seu desenvolvimento foi um dos maiores avangos na
eletroforese capilar por providenciar a separagcdao de compostos neutros.
Pela adicdo de um tensoativo numa concentracdo acima de sua
concentracdo micelar critica (CMC), ocorre a formacdo de micelas,
agregados de moléculas de detergentes individuais. A MEKC tem a
capacidade de separar em uma Unica analise espécies anidnicas, catiénicas
e neutras. O tensoativo aniénico mais comumente utilizado é o dodecil
sulfato de sédio (SDS), geralmente tensoativos com cadeias menores que 8
nao formam micelas e tensoativos com cadeias acima de 14 sdo pouco
soltiveis. O valorda CMC do SDS é de 8,1 mmolL" e do CTAB ¢ de
1 mmol L™.7°

A Figura 7 ilustra o principio da separacgao utilizando a MEKC. Para o
proposito dessa discussao assume-se que:

1 - o tensoativo usado € o SDS, em uma condigdo na qual a
concentracao esta acima de sua concentracdo micelar critica para formar
micelas; 2 - o valor do pH do tampé&o é tal que existe um fluxo eletrosmético
elevado; 3 - as moléculas da amostra sdo eletricamente neutras.

No capilar, as micelas anidnicas sdo atraidas em dire¢do ao anodo,
mas o fluxo eletrosmético carrega-as em direcdo ao catodo. Este modo de
separagcdo por MEKC é baseado no particionamento do soluto entre as
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micelas e o tamp&o de corrida. Quando um composto insoluvel hidrofébico é
adicionado a solucdo que contém as micelas ele particionara dentro da
porcdo hidrofobica das micelas e serd carregado na mesma velocidade da
micela com um tempo tn.. Porém, se um composto hidrofilico é adicionado a
solugdo ele ndo particionara dentro da micela, estes compostos seréao
carregados através do capilar na velocidade do fluxo eletrosmético e seréo
0s primeiros a eluir, com o tempo do fluxo, t,. Um composto com solubilidade
intermediaria na agua particionara entre a fase aquosa e a micela,
dependendo da hidrofobicidade do composto. As moléculas neutras
particionam dentro e fora das micelas, com base na hidrofobicidade de cada
analito, consequientemente estas migrardo com o tempo intermediario entre
tme € to, portanto, os compostos distribuem-se entre as micelas e a fase
aquosa e a quantidade de tempo gasto nas micelas € proporcional a sua
hidrofobicidade. Todos os outros solutos com hidrofobicidade intermediaria

migrardo dentro da janela de migragao (Figura 8).

DETECCAO INJECAO
1 1

e e rree s v
@@@@@@@@@

B 8
o
soITic:nm

Lg%

MONOMERO

B S P il Wl = e S el « TS g )

R C O C O SO IS
OO0 O0O0C0

Figura 7 - Representacdo esquematica da migracdo de solutos neutros por
cromatografia eletrocinética micelar com tensoativos anibnicos e fluxo
normal. Um soluto ndo retido pela micela migra com a velocidade do fluxo
eletrosmotico, vosm. A velocidade eletroforética da micela é vem, €nquanto
que sua velocidade aparente final € Vi e v; (=vap) € a velocidade aparente
do soluto.
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A MEKC pode ser usada tanto para a separacdo de compostos
neutros como para compostos ibnicos ou ionizaveis. A combinagdo da
proporgdo carga/massa, hidrofobicidade e interagdes de carga na superficie
micelar combinam para afetar a separacdo dos analitos.”®

Varios fatores afetam a seletividade em MEKC: o tensoativo usado,
pH, temperatura e adicdo de solvente orgéanico ou outros aditivos. O
problema do aquecimento Joule encontrado com tensoativos ibnicos é
evitado quando se faz uso de tensoativo ndo ibnico, o qual pode ser
adicionado em altas concentracdes e utilizada alta tensdao. Adicionando-se
solvente organico em sistema MEKC leva a extensao da janela de elui¢éao, a
adicao de solvente organico ao tampao também aumenta a solubilidade de
compostos hidrofébicos no tampado aquoso. A mudanca do EOF com a
adicao de solvente organico € devida a mudanga da viscosidade do tampéao
ou do potencial zeta da parede de silica.”

A Figura 8 ilustra um eletroferograma de uma analise realizada em
MEKC.

Solutos Solutos
Hidrofilicos Solubilizados
Tempo

Figura 8 — Representacdo de um eletroferograma de uma analise realizada
em MEKC, sob fluxo eletrosmético normal e micelas ani6nicas. to - tempo do
fluxo, tr1 = tempo do composto R1, tre = tempo do composto R2, t,c = tempo

da micela.

A adicdo de surfactante neutro como Polioxiletileno-23-lauril-éter,
mais conhecido como Brij-35, a solugdo com micelas carregadas resultam

na formagédo de micelas mistas, a densidade de cargas das micelas mista
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seria menor que sem Brij-35, como conseqUéncia, a mobilidade
eletroforética das micelas mistas diminuem o qual resultam na diminui¢gdo do
tempo da micela (tmc), portanto a janela de separacao se torna menor.”

O efeito da adicao de solvente organico, como metanol e acetonitrila
acima de 20% muda o coeficiente de particdo do soluto entre a micela e o
liquido ao redor, foi sugerido que a mudanga pode parcialmente ser atribuido
a reducao do tamanho das micelas e da densidade de carga da superficie na
interface micela-liquido com o aumento da quantidade de solvente. A adicao

de solvente reduz o EOF e, portanto, estende a janela de separacao.

1.5.8 - Eletroforese Capilar de Extratos Vegetais e Produtos Naturais

As vantagens da CE para preparacdes botanicas e herbais sao:

1 — alta seletividade e habilidade de analisar compostos em matrizes
complexas, sem passo adicional de preparacdo de amostra,

2 — significante redugéo ou completa eliminagéo de solvente organico
do eletrélito ou tampé&o de corrida,

3 — boa faixa linear,

4 — facil automacéao,

5 — velocidade de analise.*

75,76

A aplicacdo da eletroforese em produtos naturais e mais

77,78

especificamente a andlise de metabdlitos secundarios foi revista

cobrindo o periodo de 1992 a 2002.
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