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RESUMO 

 

 

DETERMINAÇÃO DE COMPOSTOS FENÓLICOS COMO MARCADORES 

ANALÍTICOS EM EXTRATOS DE PLANTAS MEDICINAIS DA AMAZÔNIA POR 

UHPLC-ESI-MS/MS 
 

 

AUTOR: Henrique Faccin 

ORIENTADOR: Prof. Dr. Leandro Machado de Carvalho 

 

 

Um método para separação, identificação e quantificação de 24 compostos fenólicos utilizando 

cromatografia líquida de ultra-alta eficiência acoplada à espectrometria de massas sequencial 

(UHPLC-MS/MS) foi desenvolvido e validado. Seis espécies vegetais originárias da região 

amazônica brasileira e tradicionalmente utilizadas como plantas medicinais pela população 

local foram estudadas (Mansoa alliacea, Bauhinia variegata var. variegata, Bauhinia variegata 

var. alboflava, Connarus perrottetii var. angustifolius, Cecropia obtusa e Cecropia palmata). 

Os analitos foram separados por uma coluna de fase reversa SB-C18 (2,1 × 50 mm, 1,8 μm) 

utilizando um gradiente de eluição composto por ácido acético 0,1% em água (v/v) e 

acetonitrila, a uma vazão constante de 0,8 mL min-1. O limite de detecção variou entre 0,5 e 

130,3 μg kg-1. A repetibilidade e a precisão intermediária apresentaram resultados satisfatórios 

e as recuperações obtidas para os 24 analitos variaram entre 91,7 e 123,8% para as matrizes 

avaliadas. Ademais, um estudo sistemático das várias fontes de supressão iônica em análises 

por UHPLC-MS/MS foi realizado para os 24 compostos fenólicos em extratos das seis plantas 

medicinais. As contribuições para a supressão iônica global do método foram avaliadas pela 

ótica dos efeitos de matriz, dos aditivos de fase móvel, da coeluição de analitos e da competição 

por cargas elétricas durante a ionização. Neste âmbito, a influência dos aditivos de fase móvel 

sobre a eficiência de ionização mostrou-se muito pronunciada, onde efeitos de supressão iônica 

de aproximadamente 90% e efeitos de enriquecimento iônicos maiores que 400% puderam ser 

observados. Os efeitos negativos causados pela escolha errônea de padrões internos em estudos 

de quantificação foram também avaliados e discutidos a partir da perspectiva da supressão 

iônica. Este trabalho também mostrou a importância de se realizar estudos com tal abordagem 

mesmo para matrizes muito semelhantes, como variedades de uma mesma espécie vegetal, 

tendo em vista os diferentes efeitos de supressão iônica observados entre matrizes, para um 

mesmo analito. Além disso, ensaios de quantificação dos 24 analitos foram realizados pelo 

método de adição do padrão (r > 0,99) utilizando dados adquiridos pelo modo de 

monitoramento de reações selecionadas (SRM). Rutina, apigenina e os ácidos vanílico, cafeico, 

p-cumárico, ferúlico e trans-cinâmico foram determinados em todas as plantas estudadas em 

pelo menos um dos extratos analisados. Deve ser destacado o alto conteúdo de rutina nas 

variedades de Bauhinia variegata (até 2,52 mg g-1 de planta), ácido clorogênico em espécies do 

gênero Cecropia (até 0,57 mg g-1 de planta) e catequina em Connarus perrottetii var. 

angustifolius (1,77 mg g-1 de planta). Possíveis marcadores analíticos e potenciais marcadores 

ativos para controle de qualidade de medicamentos fitoterápicos foram designados para cada 

espécie vegetal estudada. 

 

 

Palavras-chave: Compostos fenólicos. Plantas medicinais da Amazônia. Supressão iônica.
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ABSTRACT 

 

 

DETERMINATION OF PHENOLIC COMPOUNDS AS ANALYTICAL MARKERS 

IN EXTRACTS OF AMAZONIAN MEDICINAL PLANTS BY UHPLC-ESI-MS/MS 
 

 

AUTHOR: Henrique Faccin 

ADVISOR: Prof. Dr. Leandro Machado de Carvalho 

 

 

A method for separation, identification and quantification of 24 phenolic compounds using 

ultra-high performance liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry (UHPLC-

MS/MS) was developed and validated. Six plant species originating from the Brazilian Amazon 

region and traditionally used as medicinal plants by local people were studied (Mansoa alliacea, 

Bauhinia variegata var. variegata, Bauhinia variegata var. alboflava, Connarus perrottetii var. 

angustifolius, Cecropia obtusa and Cecropia palmata). The analytes were separated by a 

reversed phase SB-C18 column (2.1 × 50 mm, 1.8 μm) using a gradient elution composed of 

0.1% acetic acid in water (v/v) and acetonitrile, at a constant flow rate of 0.8 mL min-1. The 

limit of detection ranged between 0.5 and 130.3 μg kg-1. Intra- and inter-day precision showed 

satisfactory results and the recoveries obtained for the 24 analytes varied between 91.7 and 

123.8% for the evaluated matrices. Moreover, a systematic study on the various sources of ion 

suppression in UHPLC-MS/MS analysis was carried out for the 24 phenolic compounds in 

extracts of all the six medicinal plants. The contributions of matrix effects, mobile-phase 

additives, analyte co-elution and electric charge competition during ionization to the global ion 

suppression were evaluated. Herein, the influence of mobile-phase additives on the ionization 

efficiency was found to be very pronounced, where ion suppression of approximately 90% and 

ion enhancement effects greater than 400% could be observed. The negative effect caused by 

the wrong choice of internal standard (IS) on quantitative studies was also evaluated and 

discussed from the perspective of ion suppression. This work also shows the importance of 

performing studies with this approach even for very similar matrices, such as varieties of 

medicinal plants from the same species, because different effects were observed for the same 

analyte. Furthermore, quantification determinations of the 24 analytes were performed with the 

standard addition method (r > 0.99) using data acquired in selected reaction monitoring (SRM) 

mode. Rutin, apigenin, vanillic acid, caffeic acid, p-coumaric acid, ferulic acid and trans--

cinnamic acid were found in all the studied plants in at least one of the analysed extracts. It 

should be emphasized the high content of rutin in varieties of Bauhinia variegata (up to 2.52 

mg g-1 of plant), chlorogenic acid in species of genus Cecropia (up to 0.57 mg g-1 of plant) and 

catechin in Connarus perrottetii var. angustifolius (1.77 mg g-1 of plant). Possible analytical 

markers and potential active markers for quality control of herbal drugs were assigned to each 

plant species. 

 

 

Keywords: Phenolic compounds. Amazonian medicinal plants. Ion suppression.
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1 INTRODUÇÃO 

 

A Amazônia é uma das regiões com maior biodiversidade do planeta e com maior 

potencial para descoberta de novas plantas medicinais (SILVA et al., 2007). Estudos 

etnobiológicos e etnofarmacológicos salientam que as populações indígenas detêm um 

avançado conhecimento medicinal sobre a riqueza botânica da região. Tal conhecimento é 

transmitido em nível familiar e é incrementado à medida em que novas enfermidades surgem 

(SCOLES, 2006). Entretanto, a ciência desconhece boa parte destas plantas, havendo poucos 

estudos de caracterização de seus compostos bioativos e de determinação de suas atividades 

farmacológicas. No outro extremo, porém, milhões de pessoas consomem plantas com apelo 

medicinal dada a forte divulgação da fitoterapia promovida pelos meios de comunicação (DE 

FREITAS e FERNANDES, 2006). 

Diferentemente do que ocorre com as plantas originárias do bioma amazônico, várias 

plantas medicinais orientais e diversos alimentos que apresentam altas taxas de atividade 

antioxidante têm sido um importante foco de estudo da Química Analítica nos últimos anos. 

Dentre os objetivos estudados estão o desenvolvimento de métodos para caracterizar 

quimicamente tais plantas e/ou alimentos (BRAVO, GOYA e LECUMBERRI, 2007; 

CEYMANN et al., 2012; KECKES et al., 2013), a busca pela identificação dos compostos que 

possam conferir essa característica antioxidante citada (NUENGCHAMNONG, KRITTASILP 

e INGKANINAN, 2009; NUENGCHAMNONG, KRITTASILP e INGKANINAN, 2011; 

ZHANG et al., 2014), e a medição, em si, do poder antioxidante dos componentes das diversas 

matrizes estudadas (SPIGNO, TRAMELLI e DE FAVERI, 2007; BURSAL et al., 2013; 

KHLIFI et al., 2013). 

No contexto da caracterização de compostos antioxidantes, uma das ferramentas que 

tem se destacado é a cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas. A técnica de 

LC-MS (do inglês liquid chromatography coupled to mass spectrometry) é capaz de conferir a 

alta seletividade exigida para a análise de matrizes complexas, tais como as matrizes vegetais. 

Ademais, a utilização da cromatografia líquida de ultra-alta eficiência (UHPLC, do inglês ultra-

high performance liquid chromatography) permite o aumento da eficiência das separações ao 

passo que os tempos de análise podem ser consideravelmente reduzidos. Somado a isso, a 

espectrometria de massas sequencial com analisadores do tipo triplo quadrupolo constitui uma 

poderosa ferramenta de quantificação (GROSS, 2011). 

Nos últimos anos foram relatados na literatura estudos do teor de compostos 

antioxidantes em diversas matrizes, onde se destacam azeite, vinho, frutas, mel e ervas 
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comumente utilizadas na Medicina Tradicional Chinesa, sendo que, na grande maioria dos 

métodos desenvolvidos por LC-MS, a fonte de ionização por eletrospray (ESI, do inglês 

electrospray ionization) foi empregada. Entretanto, poucos são os trabalhos que mencionam 

investigações a respeito de efeitos adversos que causam interferência na análise de compostos 

antioxidantes em matrizes complexas (SUAREZ et al., 2008; ALARCÓN-FLORES, M. I. et 

al., 2012; BECERRA-HERRERA et al., 2014). Sabe-se, porém, que diversos efeitos de matriz 

atuam sobre o mecanismo de ionização da fonte ESI, tornando os métodos que a utilizam 

sujeitos a diversos erros (MÜLLER, C. et al., 2002; ANTIGNAC et al., 2005; STAHNKE, 

REEMTSMA e ALDER, 2009; BJORK et al., 2010; GALLART-AYALA, MOYANO e 

GALCERAN, 2010; LUCINI et al., 2012). 

Neste trabalho, um novo, rápido e seletivo método para separar, identificar e quantificar 

simultaneamente 24 compostos fenólicos utilizando UHPLC-ESI-MS/MS foi desenvolvido e 

validado. Uma avaliação sistemática completa das diversas causas de interferência na 

determinação dos analitos por espectrometria de massas foi realizada. O método foi aplicado à 

análise de extratos vegetais de seis diferentes plantas medicinais oriundas da região amazônica 

(Mansoa alliacea, Bauhinia variegata var. variegata, Bauhinia variegata var. alboflava, 

Connarus perrottetii var. angustifolius, Cecropia obtusa e Cecropia palmata). Pela primeira 

vez identificou-se em tais espécies vários compostos fenólicos potencialmente bioativos dentre 

os mais relatados na literatura científica. Também foi criada a base para se atribuir potenciais 

marcadores analíticos para o controle de qualidade de drogas vegetais que venham a ser 

desenvolvidas com tais espécies. Por fim, cabe salientar que este trabalho integra o escopo de 

dois grandes projetos de pesquisa. O primeiro deles foi executado em convênio com a Empresa 

Brasileira de Pesquisa Agropecuária (Embrapa Amazônia Oriental), localizada em Belém (PA). 

O segundo projeto foi financiado pela Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado do Rio 

Grande do Sul (Fapergs), através do Programa Pesquisa para o Sistema Único de Saúde 

(PPSUS), dentro da linha temática “Pesquisa da eficácia e segurança de plantas medicinais 

nativas”. 



27 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 DETERMINAÇÃO DE COMPOSTOS FENÓLICOS EM PLANTAS 

 

Os compostos fenólicos compõem uma das principais classes de metabólitos 

secundários de plantas, sendo importantes para o seu crescimento e reprodução, atuando 

também como antipatógenos e repelentes de consumidores tróficos.  Tais compostos são 

definidos como substâncias que possuem um anel aromático contendo um ou mais grupos 

hidroxila, incluindo seus derivados funcionais (ésteres, metil ésteres, glicosídeos, etc.) (HO, 

1992). Inseridas nesta definição estão diversas famílias de substâncias, tais como fenóis simples 

substituídos, fenilpropanóides, derivados do ácido benzoico, flavonoides, estilbenos, taninos, 

lignanos e ligninas (SHAHIDI e NACZK, 2003). 

Ao contrário da maioria das substâncias necessárias à nutrição humana, que possuem 

funções geralmente específicas, os compostos (poli)fenólicos apresentam ações pleiotrópicas 

devido aos efeitos aditivos e sinergísticos existente entre os compostos dessa classe (FRAGA, 

2009). Diversos estudos têm sido relatados associando uma dieta rica em compostos fenólicos 

com uma redução da incidência de doenças degenerativas. Isso ocorre porque tais compostos 

atuam diretamente na eliminação de radicais livres, que são os responsáveis por gerar o estresse 

oxidativo (desequilíbrio entre a produção de espécies reativas de oxigênio e sua desintoxicação 

por sistemas biológicos) (DAAYF e LATTANZIO, 2009).  

Neste contexto é que há um interesse crescente no conhecimento da composição das 

plantas quanto às substâncias (poli)fenólicas. Nos últimos anos diversos métodos analíticos 

envolvendo técnicas de separação foram publicadas para a determinação de compostos 

fenólicos nas mais variadas matrizes. Dentre os principais avanços pode-se citar o uso de 

técnicas cromatográficas de ultra-alta eficiência, como UHPLC. O uso de partículas de suporte 

das colunas cromatográficas com diâmetro inferior a 2 µm tem tido um incremento 

considerável, visto a necessidade de se aumentar a resolução de cromatogramas frente às 

complexas matrizes vegetais (NOVAKOVA et al., 2010; LUO et al., 2015). Entretanto, o 

número de publicações utilizando UHPLC ainda é bastante reduzido quando comparado à 

técnica predecessora, a HPLC (do inglês high performance liquid chromatography). Uma 

comparação pode ser feita analisando a Figura 1 frente à Figura 2. 

Adicionalmente, a espectrometria de massas tem mostrado ser uma ferramenta 

imprescindível neste campo de estudo devido sua alta seletividade. Os mais variados 

analisadores de massa disponíveis no mercado têm sido utilizados, tais como quadrupolos, 
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triplos quadrupolos, armadilha de íons, armadilha de íons linear, tempo de voo, Orbitrap®, e 

inclusive ressonância ciclotrônica de íons com transformada de Fourier. Entretanto, nos dias 

atuais, poucos são os trabalhos que consideram a complexidade das matrizes estudadas como 

causa de possíveis interferências analíticas no acoplamento da cromatografia líquida com a 

espectrometria de massas (YAOA et al., 2005; SONG, J. Z. et al., 2010; RAMIREZ-AMBROSI 

et al., 2013). Sendo assim, muitos trabalhos não abordam uma adequada etapa de preparo e 

limpeza de amostras, trazendo apenas como problemática a caracterização química das matrizes 

estudadas. 

 

Figura 1 – Evolução do número de publicações envolvendo compostos fenólicos, cromatografia líquida de alta 

eficiência (HPLC) e espectrometria de massas, de 1990 aos dias atuais. 

 

Fonte: Relatório de citações obtido do website Web of ScienceTM para os tópicos phenol* AND “HPLC” AND 

MS, em 16/11/2016. 

 

 

Figura 2 – Evolução do número de publicações envolvendo compostos fenólicos, cromatografia líquida de ultra-

alta eficiência (UHPLC) e espectrometria de massas, de 2007 aos dias atuais. 

 

Fonte: Relatório de citações obtido do website Web of ScienceTM para os tópicos phenol* AND (UHPLC OR UPLC 

OR UFLC) AND MS, em 16/11/2016. 
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Entretanto, a maior parte das publicações na área de determinação de compostos 

fenólicos em matrizes vegetais está distante das tecnologias mais avançadas de separação e 

detecção. A Tabela 1 mostra um sumário de alguns métodos publicados mais recentemente que 

empregam técnicas de alta eficiência, alta resolução e/ou alta seletividade para determinação 

de compostos fenólicos. 

 

2.2 ESPÉCIES VEGETAIS ESTUDADAS 

 

No ano de 2009, com o intuito de nortear estudos farmacológicos e fitoquímicos, o 

Ministério da Saúde brasileiro publicou a Relação Nacional de Plantas Medicinais de Interesse 

ao Sistema Único de Saúde (RENISUS). Esta relação consiste em uma listagem de 71 espécies 

vegetais que apresentam potencial para gerar produtos de interesse ao sistema público de saúde 

brasileiro, tal como medicamentos fitoterápicos. Dentre as espécies citadas, parte delas está 

presente naturalmente no bioma amazônico, ressaltando a importância deste no cenário da 

medicina botânica. Integrante na listagem da RENISUS, a Bauhinia variegata (popularmente 

conhecida como pata-de-vaca) é uma das espécies vegetais abordadas por este trabalho, a qual 

é tradicionalmente utilizada por seu efeito hipoglicemiante (COELHO-FERREIRA, 2009). 

Escassos relatos na literatura confirmam a atividade antidiabética da B. variegata e de outras 

espécies do gênero, a qual se deve provavelmente pela ação de seus flavonoides (DA SILVA e 

FILHO, 2002). 

Outras espécies medicinais da Amazônia são tradicionalmente utilizadas na medicina 

popular do norte brasileiro e, por essa razão, fazem parte deste trabalho. Cecropia palmata 

(embaúba vermelha) e Cecropia obtusa (embaúba branca) são relatadas como tendo ações 

tranquilizante e antirreumática, além de atuar contra a doença arterial coronariana 

(GIORGETTI, NEGRI e RODRIGUES, 2007; SILVA et al., 2007). Connarus perrottetii 

(barbatimão do Pará) é citada no tratamento de infeções do trato genitourinário e de problemas 

do útero, como cistos ovarianos e corrimento vaginal, sendo inclusive relatada por apresentar 

atividade citotóxica contra a linhagem de células cancerígenas KM-12 de adenocarcinoma de 

cólon humano. Seu uso para atenuação dos sintomas da gripe com tosse e congestão nasal, além 

de dor de cabeça, também é relatado (SUFFREDINI et al., 2007; COELHO-FERREIRA, 2009). 

Por fim, Mansoa alliacea (cipó-alho) é tradicionalmente utilizada no tratamento de reumatismo, 

além de também ser usada contra febre e gripe. Estudos indicam que M. alliacea também possui 

ações anti-inflamatória, antifúngica, antiviral e antimicrobiana (CÉLINE et al., 2009; RUIZ et 

al., 2011; SANZ-BISET e CAÑIGUERAL, 2011). 
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Tabela 1 – Listagem não exaustiva de estudos realizados nos últimos anos para a determinação de compostos polifenólicos nas mais variadas matrizes empregando cromatografia 

líquida. 

(continua) 

Analitos Matriz Preparo de amostras Técnica analítica 
Analisador de 

massas 

Tempo 

de análise 
Referência 

29 compostos fenólicos, incluindo 

ácidos fenólicos, flavonoides e 

cumarinas 

Chá Filtração e diluição UHPLC-PDA – 20 min 
NOVAKOVA et 

al. (2010) 

10 compostos fenólicos 
Radix Salviae 

Miltiorrhizae 
Filtração 

UHPLC-UV-ESI-

MS/MS 
Q-TOF 14 min 

SONG, J. Z. et al. 

(2010) 

67 antocianinas, 102 flavonóis e 40 

derivados do ácido 

hidroxicinâmico 

Brassica juncea var. 

Coss 
Centrifugação e filtração 

UHPLC-PDA-ESI-

MSn 
LIT-Orbitrap® 65 min LIN et al. (2011) 

Polifenóis Salvia officinalis L. Filtração 
UHPLC-UV-ESI-

MS/MS 
QqQ 34 min 

ZIMMERMANN 

et al. (2011) 

12 polifenóis, incluindo catequinas, 

ácidos fenólicos e procianidinas 
Maçãs Filtração e diluição UHPLC-ESI-MS Q 10 min 

CEYMANN et al. 

(2012) 

21 compostos fenólicos Spondias purpúrea L. Cromatografia preparativa 
UHPLC-DAD-ESI-

MSn 
QqQLIT 23 min 

ENGELS et al. 

(2012) 

39 compostos fenólicos Maçã Centrifugação e filtração 
UHPLC-DAD-ESI-

MS 
Orbitrap® 21 min 

DE PAEPE et al. 

(2013) 

17 polifenóis Mel Filtração 
UHPLC-HESI-

MS/MS 
LIT-Orbitrap® 9 min 

KECKES et al. 

(2013) 

32 polifenóis, incluindo ácidos 

fenólicos 
Cistus incanus Extração em fase sólida 

HPLC-DAD-ESI-

MSn 
IT 80 min 

RIEHLE, 

VOLLMER e 

ROHN (2013) 

40 compostos fenólicos Maçãs Filtração e diluição 
UHPLC-ESI-

MS/MS 
QqQ 12 min 

ALARCÓN-

FLORES, María 

Isabel et al. 

(2014) 

25 polifenóis identificados, dentre 

os quais 12 foram quantificados 
Polygonum aviculare L. Filtração e diluição 

UHPLC-DAD e 

UHPLC-ESI-MS 
IT 23 min 

GRANICA 

(2015) 

14 compostos fenólicos 
Avelãs, amêndoas e 

pistache 
Filtração 

UHPLC-ESI-

MS/MS 
QqQ 13 min 

GÜLTEKIN-

ÖZGÜVEN et al. 

(2015) 
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Tabela 1 – Listagem não exaustiva de estudos realizados nos últimos anos para a determinação de compostos polifenólicos nas mais variadas matrizes empregando cromatografia 

líquida. 

(continuação) 

Analitos Matriz Preparo de amostras Técnica analítica 
Analisador de 

massas 

Tempo 

de análise 
Referência 

27 compostos fenólicos Penthorum chinense Filtração HPLC-ESI-MS/MS FTICR 70 min GUO et al. (2015) 

20 polifenóis Lycium barbarum L. Extração em fase sólida UHPLC-MS/MS QqQLIT 11 min 
MAGIERA e 

ZARĘBA (2015) 

16 compostos bioativos, incluindo 

ácidos fenólicos, flavonoides, 

terpenoides e ácidos graxos 

Myristica fragrans Filtração e diluição 
UHPLC-ESI-

MS/MS 
QqQLIT 9,4 min 

PANDEY, R., 

RAMESHKUMA

R e KUMAR 

(2015) 

178 compostos, incluindo 21 

flavonas 

BuChang NaoXinTong 

(suplemento composto 

por 16 plantas) 

Filtração 
UHPLC-DAD-ESI-

MSn 
LIT-Orbitrap® 26 min 

SONGSONG et 

al. (2015) 

22 compostos fenólicos Mel Extração em fase sólida 
UHPLC-ESI-

MS/MS 
QqQ 33,2 min 

WABAIDUR et 

al. (2015) 

9 compostos fenólicos Hedyosmum brasiliense Diluição 
UHPLC-ESI-

MS/MS 
LIT-Orbitrap® 30 min 

AMOAH et al. 

(2015) 

22 compostos fenólicos 
Frutas tropicais 

brasileiras 
Filtração 

UHPLC-ESI-

MS/MS 
QqQ 11 min 

BATAGLION et 

al. (2015) 

12 compostos fenólicos 
Plantas medicinais da 

Amazônia 
Filtração e diluição HPLC-PAD – 70 min 

DA SILVEIRA et 

al. (2015) 

12 compostos fenólicos Azeitonas Filtração 
UHPLC-ESI-

MS/MS 
QqQ 9,5 min 

MELLIOU, 

ZWEIGENBAU

M e MITCHELL 

(2015) 

8 compostos da classe das 

catequinas 

Chás preto, verde e 

branco 
Filtração e diluição 

UHPLC-ESI-

MS/MS 
QqQ 3,2 min 

SVOBODA, 

VLCKOVA e 

NOVAKOVA 

(2015) 

10 compostos fenólicos 
Hydrocotyle 

sibthorpioides 
Centrifugação e filtração 

UHPLC-ESI-

MS/MS 
Q-Orbitrap® 10 min 

KUMARI et al. 

(2016) 

15 compostos fenólicos, incluindo 

8 flavonóis 

Fruto de Prunus persica 

L. 
Extração em fase sólida HPLC-ESI-MSn IT 105 min 

MOKRANI et al. 

(2016) 



32 

Tabela 1 – Listagem não exaustiva de estudos realizados nos últimos anos para a determinação de compostos polifenólicos nas mais variadas matrizes empregando cromatografia 

líquida. 

(continuação) 

Analitos Matriz Preparo de amostras Técnica analítica 
Analisador de 

massas 

Tempo 

de análise 
Referência 

25 compostos fenólicos Pyrus communis Cromatografia preparativa 
HPLC-PDA-HESI-

MS/MS 
Q-Orbitrap® 35 min 

SIMIRGIOTIS et 

al. (2016) 

16 compostos fenólicos 
Espécies do gênero 

Ocimum 
Filtração e diluição 

UHPLC-ESI-

MS/MS 
QqQLIT 13 min 

PANDEY, Renu 

et al. (2016) 

16 compostos derivados do ácido 

cinâmico e 16 flavonoides 
Artemisia annua L. Filtração HPLC-ESI-MS/MS QqQLIT 65 min 

SONG, Y. et al. 

(2016) 

12 compostos fenólicos 
Frutos de Copaifera 

langsdorffi 
Filtração HPLC-DAD-FLD – 55 min 

BATISTA et al. 

(2016) 

9 compostos fenólicos Capparis spinosa L. Filtração e diluição 
HPLC-DAD-ESI-

MS 
Q 20 min 

FRANCESCA et 

al. (2016) 

52 compostos fenólios, sendo 8 os 

compostos quantificados 
Scutellaria indica L. Filtração 

UHPLC-PDA-ESI-

MS/MS 
Q-TOF 20 min HE et al. (2016) 

Fonte: Do autor. 

 



33 

Alguns trabalhos prévios que abordam a caracterização química destas espécies vegetais 

foram publicados. DA SILVEIRA et al. (2015) avaliaram a presença de 12 diferentes 

compostos fenólicos por meio de cromatografia líquida com detecção por amperometria 

pulsada utilizando β-ciclodextrina como modificador da fase móvel. Neste estudo, foram 

analisados extratos obtidos com diferentes solventes (água, etanol, n-butanol e acetato de etila) 

das seis espécies mencionadas. Dentre os principais analitos determinados, encontram-se ácido 

gálico e catequina para Connarus perrottetii, ácido clorogênico para as espécies do gênero 

Cecropia, ácidos ferúlico e p-cumárico para Mansoa alliacea e rutina para as variedades de 

Bauhinia variegata abordadas pelo estudo. Outro estudo de caracterização realizado para 

Connarus perrottetii var. angustifolius foi feito por MÜLLER, L. S. et al. (2015), utilizando 

eletroforese capilar de zona como técnica de separação. Dentre os 14 analitos investigados, 

rutina e catequina foram determinados nos extratos avaliados da referida espécie vegetal. 

Por fim, GOBO et al. (2016) investigaram a presença de compostos triterpenoides nas 

espécies Mansoa alliacea, Bauhinia variegata var. variegata, Bauhinia variegata var. 

alboflava, Cecropia obtusa e Cecropia palmata. O método desenvolvido utilizando 

cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas sequencial por meio de foto-

ionização foi capaz de determinar 6 diferentes compostos triterpênicos, cujas concentrações 

variaram desde 0,42 mg kg-1, para ácido ursólico, até 371,96 mg kg-1, para β-amirina. 

 

 

2.3 PREPARO DE AMOSTRAS 

 

A análise de substâncias orgânicas está condicionada ao uso de métodos de 

determinação que não alterem os compostos objeto (ou que os alterem de forma controlada), 

seja na etapa instrumental de determinação destes, ou mesmo ao longo do método aplicado para 

o preparo das amostras, visando a posterior introdução nos instrumentos de análise. Como são 

poucos os métodos de detecção específicos (ou muito seletivos) para a análise de compostos 

orgânicos, a maior dificuldade do processo analítico acaba por recair sobre o preparo das 

amostras, que engloba, em geral, etapas de extração, pré-concentração e limpeza (clean-up), as 

quais podem ser realizadas em série ou simultaneamente (CÁMARA et al., 2002). 

O objetivo dessas diferentes etapas de preparo acaba por ser a obtenção dos analitos em 

maior grau de pureza. Assim, a primeira etapa a ser aplicada no preparo de amostras geralmente 

é a extração das substâncias a serem analisadas, separando-as da matriz. Se o procedimento de 

extração não for eficiente, parte do analito seguirá unido à matriz, provocando erros de análise. 
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Para evitar tal tipo de problema, extrações sucessivas são feitas de forma a aumentar a eficiência 

global da extração. 

No entanto, em grande parte, as extrações não são específicas e os analitos acabam por 

ser extraídos juntamente com outras substâncias que podem vir a dificultar ou impedir a 

determinação dos analitos alvo. Assim, após a etapa de extração pode ser necessário aplicar 

uma etapa de limpeza dos extratos obtidos, de forma a tentar eliminar as substâncias 

interferentes à análise oriundas da matriz (MOLDOVEANU e DAVID, 2002). Infelizmente, é 

difícil atingir uma situação ideal onde apenas os analitos sejam isolados. O grau de dificuldade 

aumenta quando se trabalha com métodos de análise abrangendo compostos orgânicos de 

diferentes classes ou famílias (em termos de estrutura química). Isso ocorre porque dificilmente 

as condições químicas e físicas utilizadas durante o preparo de amostras atendem de maneira 

ideal a todos os analitos estudados. Deve-se, portanto, alcançar uma condição experimental 

otimizada de compromisso entre todos os analitos alvo estudados para permitir uma etapa de 

preparo de amostras que seja a mais representativa e eficiente possível. 

 

 

2.3.1 Extração sólido-líquido 

 

Provavelmente a extração sólido-líquido é o processo de extração mais utilizado para a 

análise de compostos orgânicos em amostras sólidas. Para tal, a amostra sólida é colocada em 

contato com uma determinada quantidade de um solvente adequado, seguindo a máxima similia 

similibus solvuntur (semelhante dissolve semelhante). Ou seja, procura-se utilizar um solvente 

com polaridade semelhante à polaridade dos analitos a serem determinados posteriormente pelo 

método de análise (CÁMARA et al., 2002). Outro fator importante a ser levado em 

consideração é a semelhança do caráter hidrofílico/lipofílico entre analitos e solventes. 

O processo de extração sólido-líquido é baseado no enfraquecimento das interações 

analito-matriz (fase sólida), ao passo em que se procura incrementar a força das interações 

analito-solvente (fase líquida). O mecanismo de extração é representado esquematicamente na 

Figura 3, onde as diferentes etapas que ocorrem durante a extração são abordadas. Inicialmente, 

o solvente permeia os poros das partículas da matriz/amostra (A) para dessorver o analito que 

está interagindo com os pontos ativos da matriz (B). Na sequência, o analito difunde através da 

matéria orgânica aderida à superfície das partículas de amostra (C) e inicia o processo de 

dissolução no solvente empregado (D). Novamente o analito difunde através do solvente para 
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sair dos poros das partículas (E) e então é arrastado pelo solvente para o exterior da partícula 

(F). 

 

Figura 3 – Esquema das etapas envolvidas no processo de extração sólido-líquido de um analito em uma partícula 

sólida. (A) permeação do solvente nos poros da partícula; (B) dessorção do analito; (C) difusão do analito através 

da matéria orgânica; (D) dissolução do analito no solvente; (E) difusão do analito no solvente para saída de dentro 

dos poros; e (F) saída do analito e completa dissolução deste no solvente. 

 

 

Fonte: Adaptado de CÁMARA et al. (2002). 

 

É importante salientar que o uso de etapas sucessivas de extração aumenta a eficiência 

global de extração. Isso se deve a que o equilíbrio químico envolvido no enfraquecimento das 

interações analito-matriz é alterado a cada renovação do solvente empregado, visto que a 

concentração dos analitos presos à matriz também sofre alteração a cada renovação de solvente. 

Entretanto, à medida em que processos de extração mais exaustivos são aplicados, 

simultaneamente se extraem maior número de compostos interferentes. 

 

2.3.2 Extração em fase sólida 

 

A extração em fase sólida (SPE, do inglês solid phase extraction) é um método de 

extração baseado nas diferenças de afinidade que os analitos e/ou substâncias presentes na 

matriz apresentam entre uma fase sólida e a própria matriz ou extrato líquido. Dessa forma, 

quando uma amostra líquida entra em contato com um sorvente sólido, alguns compostos 

ficarão retidos no sorvente enquanto outros não sofrerão influência da fase sólida. Em outras 

palavras, a extração em fase sólida pode ser vista como um processo de distribuição dos analitos 

entre uma fase móvel e uma fase estacionária (MOLDOVEANU e DAVID, 2002). 
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A forma mais usual da extração em fase sólida se dá através de cartuchos de polietileno, 

semelhantes ao corpo de uma seringa, nos quais o sorvente está assentado (Figura 4 A). Na 

prática, o uso da SPE em cartuchos se assemelha a uma separação por cromatografia líquida, 

onde solventes de diferentes polaridades são percolados através de uma coluna muito curta 

contendo fase estacionária (sorvente). Entretanto, a SPE não é capaz de efetuar uma separação 

das substâncias entre si, tais como nos métodos de cromatografia líquida, visto que uma coluna 

de SPE pode ter um número de pratos apenas inferior a 100 (comparado a alguns milhares de 

pratos para colunas analíticas de cromatografia líquida) (CÁMARA et al., 2002). 

Os métodos desenvolvidos para se utilizar a técnica de SPE geralmente compreendem 

uma primeira etapa onde o sorvente é condicionado com um solvente de características 

semelhantes à amostra, tais como pH, força iônica e polaridade (Figura 4 B). Na sequência, um 

dado volume da amostra é percolado pelo sorvente já condicionado, havendo uma retenção 

diferencial dos analitos (Figura 4 C). Uma etapa de lavagem é realizada com a finalidade 

principal de eliminação de interferentes (Figura 4 D). Para tal, solventes com diferentes 

polaridades e pH podem ser utilizados, sempre procurando-se evitar que os compostos de 

interesse eluam. Como última etapa, é realizada a eluição dos analitos retidos utilizando um 

solvente de maior força eluotrópica (Figura 4 E). 

 

Figura 4 – Representação esquemática das etapas de um método de extração em fase sólida. (A) Representação de 

um cartucho de SPE; (B) etapa de condicionamento do cartucho com um solvente adequado; (C) percolação da 

amostra ou extrato; (D) etapa de lavagem com um solvente adequado; e (E) eluição dos analitos retidos com um 

solvente de maior força eluotrópica. 

 

 

Fonte: Adaptado de SUPELCO (1998). 

 

As características dos solventes utilizados dependem, em maior grau, do tipo de 

sorvente adotado. Este, por sua vez, é escolhido de acordo com os analitos de interesse 

abordados pelo método a ser desenvolvido. De acordo com o sorvente e os solventes utilizados, 
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diferentes mecanismos de extração são empregados (SNYDER, KIRKLAND e DOLAN, 

2009). Na maioria dos casos, utiliza-se um sorvente apolar, do tipo C18, e solventes como água, 

acetonitrila e/ou metanol. Neste exemplo específico, o mecanismo de retenção principal é o 

equilíbrio de partição. Entretanto, outros mecanismos podem ser utilizados, como adsorção, 

troca iônica, exclusão molecular e bioafinidade. 

Os sorventes apolares do tipo C18 são constituídos por partículas sólidas de sílica 

recobertas por cadeias alquílicas, contendo 18 átomos de carbono, quimicamente ligadas ao 

suporte sólido. Esse tipo de sorvente é bastante adequado para a retenção de compostos 

orgânicos presentes em amostras líquidas polares. Quando a amostra ou o extrato passam 

através desse tipo de sorvente, os analitos interagem com a fase quimicamente ligada através 

de interações de Van der Waals e interações hidrofóbicas, mantendo-se retidos. A eluição 

acontece, então, por meio da percolação de solventes adequados de maior caráter apolar, como 

acetonitrila e metanol (SNYDER, KIRKLAND e DOLAN, 2009). A etapa intermediária de 

lavagem é realizada com solventes de força eluotrópica tal que não sejam capazes de eluir os 

analitos, mas tenham força eluotrópica suficiente para eluir os compostos interferentes. 

 

 

2.4 CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ULTRA-ALTA EFICIÊNCIA 

 

Nos últimos anos, têm-se dado maior atenção às separações cromatográficas rápidas 

baseadas em preceitos da cromatografia líquida de ultra-alta eficiência. A UHPLC difere de sua 

antecessora tecnológica, a cromatografia líquida de alta eficiência, principalmente por três 

razões que, quando combinadas, aumentam drasticamente sua eficiência de separação: o uso de 

partículas de fase estacionária com menor diâmetro e/ou especialmente desenvolvidas para 

UHPLC, o uso de maiores temperaturas de separação e o uso de pressões bastante elevadas para 

levar à cabo separações cromatográficas (SNYDER, KIRKLAND e DOLAN, 2009). 

A eficiência de uma separação cromatográfica é explicada por uma vasta teoria 

desenvolvida ao longo dos anos (COLLINS, BRAGA e BONATO, 2006) e que pode ser 

resumida através da Equação de van Deemter: 

 

 𝐻 = 𝐴 +
𝐵

𝑢
+ 𝐶𝑢 (1) 
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onde H se refere à altura de prato da separação cromatográfica, A é o termo que explica a difusão 

de Eddy, B é o termo que explica a difusão longitudinal, C é o termo que aborda a resistência à 

transferência de massa e u é a velocidade linear da fase móvel. 

A teoria de pratos nos diz que quanto menor for a altura dos pratos (H), maior número 

de pratos (N) possuirá uma dada coluna, ou seja, maior será sua eficiência de separação. A 

equação (1) também pode ser representada da seguinte forma: 

 

 𝐻 = 𝐻𝐸 + 𝐻𝐿 + (𝐻𝑆𝑃 + 𝐻𝑀𝑃 + 𝐻𝑆𝑀𝑃) (2) 

 

onde, HE se refere à altura de prato devido à difusão de Eddy, HL à altura de prato devido à 

difusão longitudinal,  HSP à altura de prato devido à transferência de massa na fase estacionária, 

HMP à altura de prato devido à transferência de massa na fase móvel e HSMP à altura de prato 

devido à transferência de massa na fase móvel estagnada. 

Cada um dos termos que compõem a equação (2) é detalhado a seguir (CELA, 

LORENZO e CASAIS, 2002): 

 

 𝐻 = 2𝜆𝑑𝑝 + 2𝛾𝐷𝑚

1

𝑢
+ (𝑞

𝑘

(1 + 𝑘)2

𝑑𝑓
2

𝐷𝑠

+ 𝜔
𝑑𝑝

2

𝐷𝑀

+
(1 − 𝜑 + 𝑘)2

30(1 − 𝜑)𝛾𝑝(1 + 𝑘)2

𝑑𝑝
2

𝐷𝑀

) 𝑢 (3) 

 

onde, λ é um fator que diz respeito à estrutura do recheio da coluna cromatográfica, dp é o 

diâmetro de partícula, γ é um fator de obstrução da coluna, Dm é o coeficiente de difusão do 

soluto (analito) na fase móvel, u é a velocidade linear da fase móvel, q é um fator de 

configuração ou forma do líquido dispersado na fase estacionária, k é o fator de retenção do 

analito, df é a espessura da cobertura líquida da fase estacionária, Ds é o coeficiente de difusão 

do soluto na fase estacionária, ω é um fator empírico que corrige a difusão radial e φ é a fração 

da fase móvel total no espaço intra-particular. 

De acordo com a equação (3), e conforme exemplificado pela Figura 5, pode-se observar 

que, para uma mesma condição de eluição cromatográfica, tanto o diâmetro de partícula como 

a espessura da cobertura líquida da fase estacionária são os parâmetros que mais afetam o valor 

global da altura de prato (H). Em outras palavras, à medida em que o diâmetro de partícula é 

reduzido de 5 para 1,8 µm, a altura de prato (H) ótima também decresce – o que corresponde a 

um aumento da eficiência da coluna. Conclui-se, então, que o principal avanço tecnológico na 

busca de melhores eficiências de separação para a UHPLC é o desenvolvimento de partículas 

de fase estacionária com diâmetros cada vez menores. 
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Figura 5 – Eficiência de separação em função do diâmetro e tipo de partícula. 

 

 

Fonte: Adaptado de SNYDER, KIRKLAND e DOLAN (2009). 

 

O uso de partículas de menor tamanho, porém, imprime uma maior resistência à 

passagem de fase móvel pela coluna empacotada, exigindo maiores pressões de operação dos 

sistemas cromatográficos para UHPLC. A Figura 6 retrata, de 1960 a 2010, como a redução do 

diâmetro das partículas de fase estacionária incrementou as pressões necessárias para se realizar 

as separações cromatográficas, bem como exigiu a diminuição do tamanho das colunas de 

separação. Por outro lado, o tempo de análise foi reduzido drasticamente e a vazão de eluente 

utilizada não sofreu alterações consideráveis nas últimas décadas. 

Como mostrado, uma pressão muito mais elevada deve ser utilizada para se manter uma 

vazão de fase móvel praticamente constante utilizando colunas com menores partículas. A 

vantagem do uso de partículas com diâmetros inferiores a 2 µm é que não ocorrem perdas 

consideráveis em resolução e eficiência de separação à medida em que as vazões de eluente são 

aumentadas (Figura 5). Ademais, a Figura 6 (a-f) exemplica como a diminuição do tamanho de 

partícula de fase estacionária melhora a eficiência de separação, o que pode ser constatado pela 

largura de base dos picos cromatográficos mostrados (em unidades de tempo), sem perdas para 

a resolução das separações. 

Entretanto, na prática, quando as pressões utilizadas ultrapassam o limite de 5.000 psi 

(~340 bar), a fase móvel começa a ter sua viscosidade aumentada de acordo com o aumento da 

pressão (SNYDER, KIRKLAND e DOLAN, 2009). Em outras palavras, pode-se dizer que a 

pressão do sistema não aumenta de forma proporcional ao aumento da vazão de fase móvel. 

Outro efeito do aumento da pressão do sistema é o aumento do atrito entre a fase móvel e a fase 
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estacionária que preenche a coluna, de forma que calor é gerado neste processo. Uma vez que 

estes efeitos não sejam controlados de forma eficiente pela instrumentação cromatográfica, a 

eficiência da separação pode vir a ser afetada por variações nos coeficientes de difusão dos 

analitos e alterações na viscosidade da fase móvel. 

 

Figura 6 – Avaliação da evolução tecnológica em cromatografia líquida. (a-f) Cromatogramas representativos da 

separação de 5 substâncias sob um mesmo eluente e temperatura de eluição. (g-h) Detalhes das condições de 

análise referentes aos cromatogramas representados em (a-f). 

 

 

Fonte: Adaptado de SNYDER, KIRKLAND e DOLAN (2009). 

 

Uma maneira prática e eficiente de contornar tal problema é o uso de temperaturas de 

separação maiores que a temperatura ambiente. Dessa forma, a viscosidade da fase móvel 

diminui consideravelmente e o coeficiente de difusão dos analitos aumenta, permitindo que 

maiores vazões de fase móvel sejam utilizadas mantendo-se a pressão em níveis mais baixos. 

O aumento da temperatura favorece com que os equilíbrios entre analito-fase estacionária 

aconteçam de forma mais rápida, levando a uma maior eficiência na separação (CELA, 

LORENZO e CASAIS, 2002). Porém, se o aquecimento não se der tanto no eluente como na 

coluna cromatográfica, gradientes radiais de temperatura podem ocorrer. Para evitar estes 
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efeitos danosos, procura-se utilizar colunas cromatográficas de menor diâmetro interno, as 

quais garantem com que o equilíbrio térmico seja atingido de forma mais rápida. 

A diminuição do tamanho de partículas e do comprimento das colunas cromatográficas, 

bem como de seu diâmetro interno, levou a um outro problema para UHPLC que até então, em 

HPLC, não era tão pronunciado: a sobrecarga da coluna, tanto em termos de massa como de 

volume. Com a diminuição das dimensões das colunas, uma menor área superficial de fase 

estacionária fica disponível para interação com as moléculas de analitos presentes nas amostras. 

Dessa forma, a capacidade limitada em reter os analitos faz com que a coluna rapidamente seja 

sobrecarregada quando uma concentração (e consequentemente uma massa) muito alta de 

analitos for injetada. O principal resultado da ocorrência de tal fenômeno é a formação de 

caudas frontais nos picos cromatográficos (SNYDER, KIRKLAND e DOLAN, 2009). Por 

outro lado, os sintomas observados quando ocorre uma sobrecarga devido a um volume 

exagerado de injeção são o alargamento dos picos cromatográficos, devido ao alargamento da 

banda de injeção. Em casos extremos, os picos cromatográficos das substâncias que eluem mais 

rapidamente inclusive podem apresentar um topo plano, descaracterizando a forma gaussiana 

ideal de um pico cromatográfico. 

 

 

2.5 ESPECTROMETRIA DE MASSAS 

 

A espectrometria de massas (MS, do inglês mass spectrometry) tem como princípio 

fundamental a geração de íons de compostos orgânicos ou inorgânicos em fase gasosa; a 

posterior separação destes íons de acordo com suas razões massa-carga (m/z); e, finalmente, a 

detecção de tais íons, qualitativa e quantitativamente, segundo suas respectivas m/z e 

abundâncias. A separação dos íons é efetivada por meio de campos elétricos ou magnéticos, 

sejam eles estáticos ou dinâmicos, bem como através de diferenças de velocidades entre íons 

em regiões livres de qualquer campo atuante (GROSS, 2011). 

A primeira etapa de uma análise espectrométrica de massas é sempre a produção de íons 

dos analitos em fase gasosa, a qual recebe o nome de ionização. Tal processo de geração de 

íons pode ser brando ou de alta energia, podendo resultar em fragmentações das substâncias 

originalmente introduzidas na fonte do espectrômetro de massas. De acordo com a energia 

disponível na etapa de ionização, diferentes espécies químicas podem ser produzidas, como um 

íon molecular, ou fragmentos tais como radicais, moléculas neutras, ou outros íons com número 
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par ou ímpar de elétrons. A Figura 7 mostra um esquema das possíveis espécies a serem 

produzidas por um dado processo de ionização. 

 

Figura 7 – Esquema representando as possíveis espécies químicas a serem geradas durante o processo de ionização 

por elétrons em um espectrômetro de massas. 

 

 

Fonte: Adaptado de HOFFMANN e STROOBANT (2007). 

 

Uma vez gerado os íons dos analitos de interesse, estes são submetidos ao processo de 

separação de acordo com suas m/z. Atualmente, diversos analisadores de massa estão 

disponíveis no mercado. Dentre eles, os mais conhecidos são os analisadores do tipo 

quadrupolo, armadilha de íons, tempo-de-voo, setores elétricos e magnéticos, Orbitrap® e 

ressonância ciclotrônica de íons com transformada de Fourier. Cada um destes analisadores de 

massa citados opera com um diferente princípio de separação de razões m/z. A Tabela 2 lista os 

diferentes analisadores de massa disponíveis no mercado e seus princípios de separação. 

 

Tabela 2 – Tipos de analisadores de massas utilizados em espectrometria de massas. 

 

Tipo de analisador Sigla Princípio de separação 

Setor elétrico E Energia cinética 

Setor magnético B Momento linear 

Quadrupolo Q m/z (estabilidade da trajetória) 

Armadilha de íons IT m/z (frequência de ressonância) 

Tempo-de-voo TOF Velocidade (tempo do voo) 

Ressonância ciclotrônica de íons com transformada de Fourier FTICR m/z (frequência de ressonância) 

Orbitrap® - m/z (frequência de ressonância) 

Fonte: Adaptado de HOFFMANN e STROOBANT (2007). 

 

Em uma etapa final, os íons separados pelo analisador de massas chegam ao detector, o 

qual tem a função de fazer a contagem de tais íons, determinando a abundância para cada m/z. 

Em geral, os detectores de espectrometria de massas se baseiam na geração e amplificação de 

elétrons secundários produzidos a partir do impacto de partículas energéticas sobre a superfície 

de um metal ou de um semicondutor. As partículas energéticas que desencadeiam a produção 
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dos elétrons secundários podem ser tanto espécies neutras, elétrons ou fótons, e não apenas os 

íons separados pelo analisador de massas que chegam ao detector. 

É importante salientar que todos os espectrômetros de massas devem operar em 

condições de alto vácuo. Baixas pressões são necessárias para permitir com que os íons gerados 

pelo espectrômetro de massas alcancem o detector sem que ocorram colisões com outras 

moléculas gasosas. Colisões indesejadas ao longo da trajetória dos íons podem produzir um 

desvio em suas trajetórias de modo tal que a carga dos íons possa ser perdida por meio de 

choques dos íons com as paredes do instrumento, impossibilitando a detecção. Ademais, 

colisões com outras moléculas podem favorecer reações indesejadas em fase gasosa, tornando 

o espectro de massas mais complexo para ser interpretado. 

Com base nisso, a intensidade do vácuo necessário para permitir um caminho livre para 

os íons pode ser calculada pela teoria cinética dos gases, onde o caminho livre L (em m) é dado 

por: 

 

 𝐿 =  
𝑘𝑇

√2𝑝𝜎
 (4) 

 

onde k é a constante de Boltzmann (1,38×1021 J K-1), T é a temperatura (em K), p é a pressão 

(em Pa) e σ é a área da seção transversal da região de colisão (em m2). Algumas aproximações 

podem ser feitas (T ≈ 300 K, σ ≈ 45×10−20 m2) de modo a definir o caminho livre L (em cm) em 

função da pressão p (em mTorr), como segue (HOFFMANN e STROOBANT, 2007): 

 

 𝐿 =  
4,95

𝑝
 (5) 

 

Tendo em vista as etapas envolvidas na análise espectrométrica de massas, bem como 

algumas exigências fundamentais para a correta operação do sistema, pode-se traçar um 

esquema genérico de um espectrômetro de massas da forma como representado na Figura 8. 

Adicionalmente, o sistema de controle/aquisição de dados de um espectrômetro de 

massas deve ser rápido o suficiente para ser capaz de sincronizar a operação do analisador de 

massas com a operação do detector, tendo em vista que o primeiro é responsável pela separação 

dos íons (informação qualitativa) e o segundo pela determinação da abundância de tais íons 

(função apenas quantitativa). Apenas com plena sintonia entre o analisador de massas e o 

detector é que será possível a obtenção dos espectros de massa. 
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Figura 8 – Esquema genérico de um espectrômetro de massas. 

 

 

Fonte: Adaptado de GROSS (2011). 

 

 

2.5.1 Analisador de massas do tipo quadrupolo 

 

Desde o desenvolvimento da espectrometria de massas, os analisadores do tipo 

quadrupolo se tornaram os mais difundidos em todo o mundo. Algumas vantagens de tais 

analisadores são a alta capacidade de transmissão dos íons, a rápida velocidade de leitura e o 

fato de constituírem espectrômetros de massas de tamanhos relativamente pequenos e de menor 

custo de aquisição. 

Um analisador quadrupolar é basicamente composto por 4 barras cilíndricas ou de seção 

hiperbólica, dispostas em um arranjo quadrático (plano xy), de forma que estejam perfeitamente 

paralelas entre si ao longo do eixo z. Cada par de barras opostas entre si no plano xy está sob 

efeito do mesmo potencial, o qual é composto por uma componente de corrente contínua (DC, 

do inglês direct current), U, e uma componente de corrente alternada (AC, do inglês alternating 

current), V. O potencial global (Φ0) aplicado às barras do quadrupolo é dado por: 

 

 Φ0 = +(𝑈 + 𝑉 cos 𝜔𝑡) e −Φ0 = −(𝑈 + 𝑉 cos 𝜔𝑡) (6) 

 

A Figura 9 mostra a representação esquemática de um quadrupolo linear e os diferentes 

potenciais aplicados às barras cilíndricas que o compõe. 
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Figura 9 – Representação esquemática de um quadrupolo linear composto por barras cilíndricas, destacando os 

diferentes potenciais aplicados às barras paralelas opostas entre si. (A) Seção transversal e (B) perfil das barras 

cilíndricas ao longo do eixo z. 

 

 

Fonte: Adaptado de GROSS (2011). 

 

Quando um íon adentra no quadrupolo na direção z, uma força coulômbica de atração é 

exercida sobre o íon pelas barras que possuem carga oposta à carga do íon. Tendo em vista que 

a voltagem aplicada às barras é governada pela componente de corrente alternada, ao longo do 

tempo acabam por se alternar forças de atração e repulsão nas direções x e y, de forma que os 

íons passam a ser acelerados nestas duas direções (ESTEBAN, 1993). As forças induzidas pelos 

campos elétricos desenvolvidos são dadas por: 

 

 F𝑥 = 𝑚
𝑑2𝑥

𝑑𝑡2
= −𝑧𝑒

𝜕Φ

𝜕𝑥
 (7) 

 F𝑦 = 𝑚
𝑑2𝑦

𝑑𝑡2
= −𝑧𝑒

𝜕Φ

𝜕𝑦
 (8) 

 

onde Φ é uma função de Φ0: 

 

 Φ(𝑥,𝑦) = Φ0(𝑥2 − 𝑦2) 𝑟0
2⁄ = (𝑥2 − 𝑦2)(𝑈 − 𝑉 cos 𝜔𝑡) 𝑟0

2⁄  (9) 

 

Derivando-se as equações (7) e (8) e rearranjando os termos obtém-se as equações do 

movimento dos íons no interior do quadrupolo (equação de Paul): 

 

 
𝑑2𝑥

𝑑𝑡2
+

2𝑧𝑒

𝑚𝑟0
2

(𝑈 − 𝑉 cos 𝜔𝑡)𝑥 = 0 (10) 
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𝑑2𝑦

𝑑𝑡2
−

2𝑧𝑒

𝑚𝑟0
2

(𝑈 − 𝑉 cos 𝜔𝑡)𝑦 = 0 (11) 

 

A trajetória de um íon no interior do quadrupolo somente será estável se os valores de x 

e y nunca forem iguais ou maiores que r0 em um dado tempo. Caso contrário, o íon se chocaria 

contra as barras do quadrupolo, perdendo sua carga. Para se obter os valores de x e y durante o 

tempo, as equações (10) e (11) precisam ser integradas. Tal tipo de equação diferencial se 

assemelha à teoria das equações de Mathieu (GROSS, 2011), de forma que as equações (10) e 

(11) podem ser escritas da seguinte maneira: 

 

 
𝑑2𝑥

𝑑𝜏2
+ (𝑎𝑥 + 2𝑞𝑥 cos 2𝜏)𝑥 = 0 (12) 

 
𝑑2𝑦

𝑑𝜏2
+ (𝑎𝑦 + 2𝑞𝑦 cos 2𝜏)𝑦 = 0 (13) 

 

onde os parâmetros a, q e τ podem ser então obtidos por comparação das equações (12) e (13) 

com as equações (10) e (11): 

 

 𝑎𝑢 = 𝑎𝑥 = −𝑎𝑦 =
8𝑧𝑒𝑈

𝑚𝜔2𝑟0
2  ⇒  𝑈 = 𝑎𝑢

𝑚

𝑧

𝜔2𝑟0
2

8𝑒
 (14) 

 𝑞𝑢 = 𝑞𝑥 = −𝑞𝑦 =
4𝑧𝑒𝑉

𝑚𝜔2𝑟0
2  ⇒  𝑉 = 𝑞𝑢

𝑚

𝑧

𝜔2𝑟0
2

4𝑒
 (15) 

 𝜏 =
𝜔𝑡

2
 (16) 

 𝜏2 =
𝜔2𝑡2

4
 (17) 

 

Tais equações estabelecem uma relação entre as coordenadas de um íon no interior do 

quadrupolo ao longo do tempo. É importante observar que tais coordenadas dependem dos 

potenciais U e V aplicados às barras e da razão m/z dos íons em questão, visto que para um dado 

analisador de massas do tipo quadrupolo r0 é constante e ω é mantido constante. Um diagrama 

au versus qu (Figura 10) é capaz de mostrar as áreas de estabilidade para a trajetória de íons de 

uma dada m/z. Nestas áreas de estabilidade os valores de U e V são tais de modo que x e y não 

alcancem valores iguais ou maiores que o valor de r0. 
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Figura 10 – Diagrama au versus qu de estabilidade de um analisador quadrupolar mostrando quatro regiões de 

estabilidade (A-D) para movimentos ao longo das direções x e y. 

 

Fonte: Adaptado de HOFFMANN e STROOBANT (2007). 

 

A Figura 11 traz em detalhe a região A mostrada na Figura 10, sendo esta a região mais 

usual para a separação de massas em um quadrupolo. Nesta figura é possível observar que 

reduzindo U (au) relativamente a V, um intervalo cada vez maior de m/z pode ser transmitido 

simultaneamente pelo quadrupolo. Dessa forma, a largura Δq da região xy estável determina a 

resolução do analisador de massas. Fazendo-se uma varredura da magnitude de U e V a uma 

razão U/V constante (scan line), é possível fazer uma varredura de m/z cada vez maiores capazes 

de percorrer o quadrupolo seguindo uma trajetória estável (Figura 12). É com base nesse tipo 

de operação que o quadrupolo é comumente chamado de “filtro de massas”. 

 

Figura 11 – Detalhe da metade superior da região A do diagrama au versus qu de estabilidade de um analisador 

quadrupolar para movimentos ao longo das direções x e y. 

 

 

Fonte: Adaptado de GROSS (2011). 
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Figura 12 – Varredura de U e V, a uma razão U/V constante, de um quadrupolo linear. Uma maior razão a/q implica 

em uma maior resolução (R), conforme mostrado pela scan line. R1 > R2 > R3. 

 

 

Fonte: Adaptado de GROSS (2011). 

 

 

2.5.2 Espectrometria de massas sequencial 

 

É comum em espectrometria de massas o uso de espectrômetros híbridos, compostos 

geralmente por dois analisadores de massas dispostos em série, sejam eles de mesmo princípio 

de funcionamento ou não. A esses instrumentos diz-se que realizam uma espectrometria de 

massas sequencial no espaço, de forma que os íons analisados pelo primeiro analisador são 

encaminhados para um segundo analisador, geralmente após uma etapa de fragmentação 

forçada entre esses analisadores. Tal modo de operação, chamado de MS/MS (quando dois 

analisadores são utilizados), aumenta a seletividade. 

Dentre as várias combinações de analisadores de massa disponíveis comercialmente, os 

espectrômetros do tipo triplo quadrupolo (dois analisadores quadrupolares em série) estão entre 

os mais difundidos. Embora tais instrumentos sejam compostos por dois quadrupolos em série, 

recebem o nome de triplo quadrupolo pois possuem, entre os dois analisadores de massa, um 

hexapolo que constitui uma célula de colisão. 

O princípio de funcionamento de um hexapolo é muito semelhante ao de um 

quadrupolo. Entretanto, esse apresenta um maior intervalo útil de massas para transmissão 

simultânea dos íons (HOFFMANN e STROOBANT, 2007). Nos espectrômetros do tipo QqQ, 

como são chamados, um gás inerte de alta pureza (nitrogênio ou argônio) é injetado no interior 

do hexapolo que constitui a célula de colisão (q2) a uma pressão que varia de 0,1 a 0,3 Pa (Figura 

13). Dessa forma, a energia interna das moléculas do gás inerte é transferida aos íons, que 

viajam através do q2, por meio de colisões mecânicas, convertendo uma fração de suas energias 

cinéticas em energia interna. Como consequência, os íons que sofreram colisões acabam por se 

fragmentar, gerando íons de menor m/z, chamados de íons produto. Tais fragmentos produzidos 
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durante a colisão induzida são separados pelo segundo analisador de massas, o Q3, e 

direcionados para o detector. 

 

Figura 13 – Esquema de um espectrômetro de massas do tipo triplo quadrupolo. O primeiro (Q1) e o último (Q3) 

quadrupolos são analisadores de massa. O hexapolo central (q2) é uma célula de colisão utilizada apenas com 

aplicação de radiofrequência para transmissão de todos os íons ali produzidos através da colisão com um gás inerte. 

 

 

Fonte: GROSS (2011). 

 

Os espectrômetros de massas do tipo triplo quadrupolo podem trabalhar em diferentes 

modos de leitura de m/z. A Figura 14 exemplifica três desses modos: varredura de íons produto, 

varredura de íons precursores e varredura de perda neutra. O primeiro modo de varredura se 

baseia na seleção de um íon com dada m/z no primeiro analisador quadrupolar (Q1), o qual é 

fragmentado na célula de colisão (q2), e tem todos os seus produtos analisados pelo Q3. O 

segundo modo de varredura mostrado na Figura 14, por sua vez, se baseia na leitura de um 

único íon produto com dada m/z, o qual pode ser gerado a partir de qualquer íon precursor 

analisado no Q1. Por fim, o modo de varredura de perda neutra se baseia em varreduras de m/z 

consecutivas nos dois analisadores de massa, havendo, entretanto, um delta de m/z constante 

entre os íons precursores e os íons produto. 

 

Figura 14 – Diferentes modos de leitura para um espectrômetro de massas do tipo triplo quadrupolo. 

 

 

Fonte: Adaptado de HOFFMANN e STROOBANT (2007). 
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Os modos de varredura mais seletivos, no entanto, não estão exemplificados na Figura 

14. Trata-se do modo de leitura SRM (do inglês selected reaction monitoring). Eles se baseiam 

na seleção de um único íon com dada m/z no Q1, sendo este fragmentado na célula de colisão 

e, posteriormente, um único íon produto gerado na fragmentação, com dada razão m/z, é 

selecionado no Q3 (Figura 15). Tal modo de varredura reduz drasticamente o número de 

compostos orgânicos a serem detectados, uma vez que para um dado íon ser separado pelos 

analisadores de massa, se faz necessário existir uma transição de massas m1 → m2 específica. 

 

Figura 15 – Representação esquemática do modo de leitura SRM em um espectrômetro de massas do tipo triplo 

quadrupolo. 

 

 

Fonte: Adaptado de HOFFMANN e STROOBANT (2007). 

 

 

.6 CROMATOGRAFIA LÍQUIDA ACOPLADA À ESPECTROMETRIA DE MASSAS 

 

A união entre as técnicas de cromatografia líquida e de espectrometria de massas 

originou uma das ferramentas mais poderosas da química analítica atual, eliminando algumas 

importantes limitações existentes no acoplamento entre cromatografia gasosa e espectrometria 

de massas. Dentre as barreiras derrubadas com o advento do acoplamento LC-MS estão a 

possibilidade de analisar amostras com baixa volatilidade; utilizar alíquotas aquosas sem prévia 

extração ou troca de solvente; e possuir, como analitos, compostos que são termolábeis a 

temperaturas usuais em fornos de cromatografia gasosa (MCMASTER, 2005). 

Entretanto, tal acoplamento não é trivial. As dificuldades se originam no fato de que a 

espectrometria de massas opera em baixíssimas pressões e com os analitos em fase gasosa 

ionizados, sendo que a cromatografia líquida gera um eluato líquido que precisa ser vaporizado 

e ionizado para ser introduzido no espectrômetro de massas. Porém, como no processo de 

evaporação os solventes sofrem uma grande expansão de seus volumes, se todo o eluato 

produzido pela cromatografia líquida for vaporizado e introduzido no espectrômetro de massas, 

as capacidades das bombas de vácuo serão ultrapassadas e qualquer análise será impossibilitada 

de ser realizada. 
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Se faz necessário, então, o uso de uma interface capaz de remover grande parte do 

solvente e dos aditivos que compõem o eluato da cromatografia líquida, sem que sejam 

removidos os analitos de interesse. Ademais, os analitos devem sofrer um processo de ionização 

para estarem susceptíveis à análise por espectrometria de massas. Todos esses fatores são 

alcançados por meio de um uso combinado de gases para nebulização do eluato, aquecedores 

para vaporização da fase líquida e pressão reduzida para introdução dos compostos de interesse 

no espectrômetro de massas. O processo de ionização dos analitos é realizado através de 

diferentes mecanismos, tais como por eletrospray, ionização química e fotoionização. 

 

 

2.6.1 Ionização por eletrospray 

 

A interface que realiza a ionização por meio do eletrospray é a mais utilizada dentre as 

fontes de ionização comercializadas. Em termos de aplicabilidade, seu uso é bastante amplo, 

sendo empregada tanto para analitos ionizados ou ionizáveis como para analitos que apresentam 

um certo caráter polar (MCMASTER, 2005). A ionização por eletrospray é, também, o 

mecanismo de ionização ideal para moléculas de alta massa molecular (>1.000 Da), porém 

também mantém sua eficiência de ionização inclusive para moléculas de pequena massa. 

O princípio de ionização por eletrospray se baseia na aplicação de uma alta voltagem 

(3-5 kV) na ponta de um tubo capilar pelo qual flui, por exemplo, o eluato oriundo da separação 

cromatográfica (ESTEBAN, 1993). É usual que tal tubo capilar seja alocado, de forma 

concêntrica, no interior de um outro tubo pelo qual flui um gás inerte que auxilia no processo 

de nebulização do eluato (Figura 16). 

 

Figura 16 – Representação esquemática da extremidade do capilar no qual o eluato da cromatografia é nebulizado 

e ionizado. 

 

Fonte: Adaptado de GROSS (2011). 

 

Uma vez que o alto potencial aplicado se concentra na ponta do capilar da fonte de 

ionização, o líquido que emerge por tal capilar é exposto a um alto campo elétrico, capaz de 

gerar uma separação de cargas no eletrólito (eluato). Ocorre, então, a formação de um jato 
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líquido contendo um excesso de íons com uma carga de mesmo sinal, gerando uma situação 

instável de repulsão coulômbica. Tal fenômeno é nomeado cone de Taylor, e pode ser 

observado na Figura 17. Devido à instabilidade, o jato se desintegra em finas gotículas 

carregadas, as quais posteriormente se repulsam e dão uma forma de névoa ao spray formado.  

 

Figura 17 – Foto representando formação do cone de Taylor e a rápida expansão da nuvem de gotículas, formando 

uma névoa. 

 

Fonte: Adaptado de GROSS (2011). 

 

Ao passo em que as gotículas formadas são evaporadas pelo gás de secagem que flui em 

contracorrente, a densidade de cargas na superfície das gotas aumenta de forma crescente. Em 

um dado momento, as forças repulsivas entre as cargas presentes na superfície da gota superam 

as forças coesivas de tensão superficial do solvente que compõe a gota, resultando em uma 

desintegração da gotícula em gotículas de menor tamanho. Tal fenômeno ocorre 

sucessivamente até o momento em que todo o solvente é evaporado e a carga é transferida ao 

analito em fase gasosa (HOFFMANN e STROOBANT, 2007), sendo este modelo teórico 

explicado pela Teoria da Carga Residual. Outra abordagem do fenômeno de ionização por 

eletrospray é dada pela Teoria da Evaporação Iônica (EL-ANEED, COHEN e BANOUB, 

2009), a qual preconiza que devido às elevadas forças repulsivas existentes entre os íons na 

superfície das gotículas parcialmente evaporadas, alguns destes íons passam a ser dessorvidos 

na fase gasosa. A Figura 18 reproduz esquematicamente a formação dos íons durante a 

ionização por eletrospray, de acordo com ambas teorias citadas. Por sua vez, a Figura 19 traz 

uma representação de todo o processo de ionização dos analitos, compreendendo a formação 

do spray carregado, a desintegração em cadeia das gotas geradas e a evaporação das menores 

gotículas com a consequente transferência de carga aos analitos. 
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Figura 18 – Representação esquemática da formação dos íons através da ionização por eletrospray. 

 

 

Fonte: Adaptado de EL-ANEED, COHEN e BANOUB (2009). 

 

Figura 19 – Representação do mecanismo de ionização através da fonte de ionização por eletrospray. 

 

 

Fonte: Adaptado de GROSS (2011). 

 

Uma das principais desvantagens da ionização por eletrospray é o conhecido efeito de 

supressão iônica. Tal efeito, em geral, ocorre devido aos diferentes raios de solvatação e/ou às 

diferenças em volatilidade das moléculas presentes em solução no eluato da cromatografia. 

Dessa forma, ao passo em que as gotículas de solvente carregadas se desintegram em gotículas 

menores, as moléculas com maior raio de hidratação permanecem dissolvidas no interior de 

gotículas maiores. Ao longo do processo de ionização, tais gotículas maiores demoram mais 

tempo para serem evaporadas, levando a um decréscimo da taxa de ionização destes analitos 

com maior raio de hidratação. Por sua vez, os analitos com menor volatilidade também tardam 
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mais em passar à fase gasosa abstraindo uma carga elétrica, o que também reduz a taxa de 

ionização de tais compostos. 

 

 

2.6.2 Supressão iônica 

 

O efeito de supressão iônica se caracteriza pelo decréscimo do sinal do analito na matriz, 

quando comparado a uma mesma concentração deste analito em um meio constituído apenas 

por solventes. Ao contrário da supressão iônica, um enriquecimento iônico também pode ser 

observado. Além de causar prejuízos à detectabilidade, a supressão iônica também pode ser 

responsável por desvios na repetibilidade e na exatidão de métodos analíticos (LAW, W. S. et 

al., 2008). Supressões de sinal muito pronunciadas podem trazer um resultado falso negativo, 

ou no caso de uso de padrões internos, uma supressão desigual entre o padrão interno e o analito 

pode vir a causar um resultado falso positivo. 

Existem diversos mecanismos propostos que justificam a supressão iônica, sendo mais 

difundida a teoria de que componentes da matriz competem com analitos no momento da 

evaporação das gotículas formadas pelo eletrospray, de forma que somente alguns compostos 

atingem a superfície das gotículas e passam para a fase gasosa (FUREY et al., 2013). Além 

disso, interferentes podem modificar a viscosidade ou tensão superficial das gotas produzidas 

pelo eletrospray, afetando a eficiência da ionização. Competição por cargas elétricas 

disponíveis também pode ocorrer em matrizes complexas, justificando possíveis diferenças 

observadas entre sinais obtidos com matrizes e soluções analíticas preparadas em solventes 

puros. 

Entretanto, a supressão iônica não deve ser considerada apenas como um efeito de 

matriz. Efeitos de supressão inclusive podem ser provocados por analitos que coeluem, de 

forma que suas áreas podem não corresponder à soma de suas respostas individuais, indicando 

que pode haver um limite prático de concentração de compostos que podem ser ionizados ao 

mesmo tempo (LAW, B. e TEMESI, 2000). Causas exógenas à matriz, como a constituição da 

fase móvel (LIM e LORD, 2002; ANNESLEY, 2003; HOLCAPEK et al., 2004; GALLART-

AYALA, MOYANO e GALCERAN, 2010) ou a presença de contaminantes do sistema de 

análise (LAW, W. S. et al., 2008), também podem contribuir para uma supressão ou 

enriquecimento iônico. 

São relatadas na literatura diferentes formas isoladas de avaliação da supressão iônica. 

MALLET, LU e MAZZEO (2004) fazem uma avaliação a respeito da influência de aditivos da 
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fase móvel sobre a intensidade de sinais de fármacos ácidos e básicos. Em seu estudo foi 

observado que, na grande maioria dos casos, um aumento da concentração de aditivos à fase 

móvel causa uma redução de sinal dos analitos. Entretanto, casos anômalos podem ocorrer. Por 

sua vez, REMANE et al. (2010) publicaram um estudo em que investigam a influência de 

fármacos coeluídos sobre efeitos de supressão iônica e enriquecimento iônico. Para os autores, 

os estudos de supressão não devem ser feitos apenas levando em conta os componentes das 

matrizes analisadas, já que uma série de fatores físico-químicos dos analitos podem influenciar 

na quantificação, levando a erros de interpretação de resultados. 

A influência da composição da matriz foi estudada por CHICO, VAN HOLTHOON e 

ZUIDEMA (2012), os quais avaliaram diferentes preparos de amostra na análise de tetraciclinas 

em ração. Tanto ensaios qualitativos como quantitativos foram realizados, indicando supressões 

próximas a 70% e enriquecimentos por volta de 20%, quando comparados a análises de 

soluções analíticas dos analitos. Mais recentemente, MIRNAGHI et al. (2013) realizaram 

estudos nos quais avaliam as respostas dos analitos quando submetidos à diferentes diluições 

das amostras, numa tentativa de medir a supressão iônica causada pela competição por cargas 

elétricas durante a ionização. Por fim, AVERY (2003) levanta a questão da supressão iônica 

diferencial que pode ocorrer devido à má escolha de um padrão interno. O estudo feito por ele 

compara como varia a razão entre as áreas dos sinais do analito e do padrão interno em uma 

série de lotes de uma matriz. Ademais, o autor confronta tais resultados com um controle 

comercial, avaliando os desvios observados e definindo o melhor padrão interno para o método 

analítico. 
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3. OBJETIVOS 

 

O objetivo geral deste trabalho é desenvolver um método analítico empregando 

cromatografia líquida de ultra-alta eficiência acoplada à espectrometria de massas que seja 

capaz de caracterizar quimicamente espécies vegetais da flora amazônica quanto aos seus teores 

de compostos fenólicos. 

 

 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Desenvolver um método de separação empregando UHPLC-ESI-MS/MS para os 

analitos (+)-catequina, 3,6-dihidroxiflavona, 3-acetilcumarina, 4-hidroxicumarina, 6-

hidroxicumarina, ácido cafeico, ácido clorogênico, ácido ferúlico, ácido gálico, ácido p-

cumárico, ácido rosmarínico, ácido trans-cinâmico, ácido vanílico, apigenina, canferol, crisina, 

fisetina, galangina, luteolina, miricetina, quercetina, quercitrina, resveratrol e rutina. 

 Desenvolver um método de preparo de amostras visando o adequado tratamento de 

extratos vegetais para posterior análise por UHPLC-ESI-MS/MS. 

 Analisar sistematicamente as diferentes causas de interferências por supressão iônica 

na análise de extratos de plantas medicinais utilizando UHPLC-ESI-MS/MS. 

 Caracterizar quimicamente as espécies Mansoa alliacea, Bauhinia variegata var 

variegata, Bauhinia variegata var alboflava, Connarus perrottetii var angustifolius, Cecropia 

obtusa e Cecropia palmata quanto ao teor dos 24 analitos fenólicos abordados como possíveis 

marcadores analíticos por este estudo. 

 

 





59 

4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 REAGENTES 

 

Os padrões de (+)-catequina, 2-naftol, 3-acetilcumarina, 3,6-dihidroxiflavona, 4-

hidroxicumarina, 6-hidroxicumarina, apigenina, canferol, crisina, fisetina, galangina, luteolina, 

miricetina, quercetina, quercitrina, resveratrol, rutina e ácidos clorogênico, gálico, p-cumárico, 

rosmarínico, trans-cinâmico e vanílico foram adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). 

Os padrões dos ácidos cafeico e ferúlico foram adquiridos de Fluka Analytical (Buchs, Suíça). 

Todos os padrões eram de grau analítico, com no mínimo 95% de pureza, e foram utilizados 

sem prévia purificação. 

Água ultrapura foi obtida através de sistema Milli-Q Synergy UV (Merck Millipore, 

Darmstadt, Alemanha). Os solventes metanol e acetonitrila, ambos em grau LC-MS, foram 

obtidos de Panreac (Castellar del Vallès, Espanha). Ácido acético, ácido fórmico, acetato de 

amônio, formiato de amônio e hidróxido de amônio foram obtidos de Sigma-Aldrich. As 

soluções estoque dos padrões (1.000 mg L-1) foram preparadas pela dissolução de quantidades 

apropriadas das substâncias em metanol grau LC-MS, e então armazenadas em frascos de vidro 

âmbar a uma temperatura de −30 °C até o momento das análises. As soluções de trabalho dos 

compostos antioxidantes foram preparadas pela diluição das soluções estoque em solventes 

escolhidos de acordo com o experimento realizado. 

 

 

4.2 PREPARO DE AMOSTRAS 

 

O material vegetal das plantas medicinais Mansoa alliacea (Lam.) A. H. Gentry 

(depósito nº IAN 1843394), Bauhinia variegata var variegata (depósito nº IAN 185932), 

Connarus perrottetii var angustifolius (Radlk) (depósito nº IAN 184393), Bauhinia variegata 

var alboflava (depósito nº IAN 185831), Cecropia obtusa Trécul (depósito nº IAN 185555) e 

Cecropia palmata Willd (depósito nº IAN 185556) foi cedido pelo herbário da Embrapa 

Amazônia Oriental (Belém, PA). O herbário localiza-se nas coordenadas geográficas 

correspondentes a 1°27’21” de latitude Sul e 48°30’14” de longitude Oeste. Todas as plantas 

foram coletadas durante a estação chuvosa na região Norte do Brasil, em três diferentes coletas 

ao longo de 2 anos (de 2012 a 2014). 
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As plantas recém colhidas foram limpas, secas em estufa ventilada a 40°C por 12h e 

moídas até obtenção de um pó fino. Connarus perrottetii var angustifolius foi recebida como 

um pó seco obtido da casca desta espécie. Todas as demais espécies vegetais foram recebidas 

como um pó seco obtidos das folhas das respectivas espécies. As amostras secas foram 

armazenadas em dessecadores sob vácuo, à temperatura ambiente, até posterior utilização.   

Extratos das plantas estudadas foram obtidos por maceração à temperatura ambiente 

(25 ± 2 °C) do material vegetal fornecido. Para tal, 450 g de material vegetal seco moído foi 

mantido em 4 litros de uma solução de EtOH:H2O (70:30; v/v) por sete dias, com agitação 

eventual do banho de maceração. O solvente foi renovado semanalmente, e o procedimento 

descrito acima foi repetido por três vezes, totalizando uma extração de quatro semanas. Após o 

término do processo de maceração, uma porção dos extratos obtidos foi filtrada em um filtro de 

papel qualitativo e posteriormente evaporada à pressão reduzida utilizando um evaporador 

rotatório. Como resultado desse processo se obteve um extrato etanólico bruto de cada espécie 

vegetal, os quais foram subsequentemente liofilizados a fim de se produzir extratos sólidos para 

melhor armazenamento. 

Para a análise cromatográfica, uma massa de cerca de 0,06 g de cada um dos extratos 

em pó foi ressuspendida em 3 mL de metanol. Tal solução foi sonicada em banho de ultrassom 

convencional até completa dissolução (5 min) e diluída com 12 mL água ultrapura.  

Posteriormente, ácido acético foi adicionado até uma concentração final de 0,1% (v/v). Os 

extratos foram então filtrados através de membranas de PTFE (politetrafluoretileno) hidrofílico 

com um diâmetro de poro igual a 0,2 μm. 

Extratos das plantas supracitadas também foram obtidos por infusão de 1,50 g de 

material vegetal em 50 mL de água ultrapura, a uma temperatura de 90 °C, por um tempo de 10 

min. Os extratos obtidos foram então filtrados em membrana de PTFE hidrofílico (diâmetro de 

poro igual a 0,2 μm) e diluídos com metanol até uma proporção de 1:4 (MeOH:H2O, v/v), sendo 

posteriormente acidificados com ácido acético a uma proporção final de 0,1% (v/v). 

Os extratos líquidos finais obtidos por ambos métodos foram submetidos a uma etapa 

de clean-up utilizando extração em fase sólida (SPE). Cartuchos do tipo Strata C-18E, 500 mg, 

3 mL (Phenomenex, Torrance, EUA) foram condicionados com 6 mL de uma solução de 

MeOH:CH3COOH 0,2% (1:1; v/v) e então equilibrados com 6 mL de uma solução de 

CH3COOH 0,1% (v/v) em água. Um volume fixo de 2 mL dos extratos obtidos com composição 

MeOH:H2O:CH3COOH (20:80:0,1; v/v) foi percolado a uma vazão de 2 mL min-1, sendo 

seguido por uma lavagem com 2 mL da solução de CH3COOH 0,1% (v/v). Por último, os 

analitos retidos foram eluídos com 2 mL de MeOH. 
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Momentos antes da análise cromatográfica, o eluato obtido pelo procedimento de SPE 

foi diluído 10 vezes com uma solução de MeOH:CH3COOH 0,2% (1:1; v/v). Para a 

quantificação das amostras foi utilizado o método de adição do padrão, sendo que as curvas 

analíticas foram construídas com 7 níveis de concentração igualmente espaçados (desde a 

concentração do ILOQ até 7 vezes esta), em adição ao extrato branco. Os pontos da curva 

analítica foram determinados em triplicata. 

 

 

4.3 DETERMINAÇÃO POR UHPLC-ESI-MS/MS 

 

As separações foram feitas através de um sistema de cromatografia líquida de ultra-alta 

eficiência 1260 Infinity Binary (Agilent, Santa Clara, EUA), capaz de operar em pressões de 

até 600 bar, utilizando uma coluna de fase reversa Zorbax SB-C18, Rapid Resolution HD, 

2,1 × 50 mm, 1,8 μm (Agilent), mantida sob aquecimento a 40 °C. O volume de injeção adotado 

foi de 5 μL, sendo que as alíquotas para injeção foram ajustadas para uma composição final de 

MeOH:H2O:CH3COOH igual a 50:50:0,1 (v/v). A mistura de antioxidantes foi separada por 

meio de um gradiente de eluição composto por ácido acético 0,1% (A) e acetonitrila (B), a uma 

vazão constante de 800 μL min-1, conforme o seguinte programa de eluição: 8,0% B (0,00-0,10 

min); 8,0-25,8% B (0,10-3,45 min); 25,8-54,0% B (3,45-6,90 min); 54,0-100,0% B (6,90-7,00 

min); 100,0% B (7,00-9,00 min). 2-naftol foi utilizado como padrão interno. 

O efluente cromatográfico gerado até o tempo de 7,00 min foi ionizado por meio de uma 

fonte de ionização por eletrospray, a qual teve seus parâmetros otimizados de forma a se obter 

a melhor resposta dos analitos, tanto em intensidade como em estabilidade de sinal. Como 

condição otimizada de operação da fonte de ionização obteve-se: vazão de gás (N2) igual a 11 

L/min; pressão do nebulizador igual a 30 psi; voltagem do capilar igual a ± 2,4 kV e temperatura 

do gás de secagem (N2) igual a 250°C. Os compostos de interesse foram subsequentemente 

analisados por meio de um espectrômetro de massas Agilent 6430 Triple Quadrupole, operando 

no modo de monitoramento de reações selecionadas (SRM), com uma resolução de 0,7 m/z 

(FWHM). Nitrogênio de alta pureza (99,999%), fornecido por Linde (Munique, Alemanha), foi 

utilizado como gás de colisão induzida. As energias de colisão foram otimizadas para cada 

analito e estão demonstradas na Tabela 3, a qual também indica as transições de massa 

monitoradas bem como os tempos de retenção dos analitos estudados. As transições de 

quantificação foram divididas em três diferentes segmentos temporais de aquisição e o tempo 

de leitura para cada transição foi otimizado em 20 ms. O efluente cromatográfico gerado entre 
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7,00 e 9,00 min foi descartado, sem ser introduzido no sistema MS/MS, caracterizando uma 

etapa de limpeza da coluna cromatográfica. Após o fim do ciclo de gradiente, foi adotado um 

tempo pós-corrida de 4,00 min, a fim de permitir o completo reequilíbrio do sistema, tendo 

como base o reestabelecimento da pressão de operação inicial. Os dados adquiridos foram 

analisados com o uso do MassHunter Workstation Software Qualitative Analysis (versão 

B.04.00, build 4.0.479.0, Agilent Technologies, Inc. 2011). 

 

 

4.4 PROCEDIMENTOS ANALÍTICOS 

 

4.4.1 Avaliação de íons precursores dos analitos 

 

Para todos os analitos estudados foi feita uma identificação prévia dos seus íons 

precursores gerados através da ionização por eletrospray. Para tal, soluções dos analitos em 

MeOH:H2O (1:1, v/v) com concentrações próximas a 500 µg L-1 foram infusionadas 

diretamente no espectrômetro de massas a uma vazão igual a 10 µL min-1. Parâmetros não 

otimizados foram utilizados para a ionização, como: vazão e temperatura do gás de secagem 

(N2) iguais a 6 L min-1 e 200 °C, respectivamente, pressão do nebulizador igual a 15 psi e 

voltagem do capilar igual a ± 4,0 kV. 

Os espectros foram adquiridos no modo de varredura completa (full scan), variando-se 

a razão m/z entre 50 e 700, tanto nas polaridades positiva e negativa de ionização. Cada solução 

foi infusionada por cerca de 60 segundos, de forma a se obter um espectro de massas médio de 

cada analito neste intervalo de tempo. Os íons mais abundantes e com massas próximas à massa 

exata de cada analito foram assignados como íons precursores. Também foi avaliada a 

possibilidade de formação de adutos com sódio (Na) ou moléculas de solvente. 

 

 

4.4.2 Otimização das energias de colisão dos íons precursores dos analitos 

 

Após a identificação dos íons precursores de cada analito, foi feito um estudo da 

fragmentação destes íons através da espectrometria de massas sequencial. Um volume de 10 µL 

de cada solução analítica com concentração próxima à 500 µg L-1 foi injetado no sistema 

cromatográfico descrito em 3.3, substituindo-se a coluna cromatográfica por uma união de 

volume morto, e utilizando uma vazão igual a 200 µL min-1 de MeOH:H2O (1:1, v/v). 
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Tabela 3 – Tempos de retenção (tR) e parâmetros da análise por espectrometria de massas dos compostos fenólicos selecionados. 

 

(continua) 

Segmento 

de SRM 
Tempo (min) Analito 

tR 

(min) 

Polaridade 

ESI 

Energia do 

fragmentor (V) 
Íon precursor (m/z) 

Íon produto 

(quantificação/confirmação) (m/z) 

Energia de 

colisão (V) 

1 0-2,8 Ácido gálico 0,29 − 106 169,0 [M−H]− 125,1 [M−H−CO2]− 10 

       - - 

  Ácido clorogênico 0,76 − 104 353,1 [M−H]− 191,1 [C7H11O6]− 5 

       - - 

  (+)-catequina 0,77 − 134 289,1 [M−H]− 245,1 [M−H−C2H4O]− 10 

       203,2 [M−H−C4H6O2]− 15 

  Ácido vanílico 0,98 − 92 167,0 [M−H]− 152,2 [M−H−CH3]−· 10 

       123,1 [M−H−CO2]− 8 

  Ácido cafeico 0,99 − 106 179,0 [M−H]− 135,1 [M−H−CO2]− 10 

       - - 

  6-hidroxicumarina 1,62 − 124 161,0 [M−H]− 133,2 [M−H−CO]− 17 

       105,2 [M−H−C2O2]− 17 

  Ácido p-cumárico 1,83 − 96 163,0 [M−H]− 119,1 [M−H−CO2]− 9 

       - - 

  Ácido ferúlico 2,51 − 88 193,1 [M−H]− 134,1 [M−H−CO2−CH3]−· 9 

       178,1 [M−H−CH3]−· 7 

2 2,8-5,0 Rutina 3,16 − 210 609,1 [M−H]− 300,1 [M−H−C12H21O9]−· 31 

       - - 

  4-hidroxicumarina 3,36 − 130 161,0 [M−H]− 117,2 [M−H−CO2]− 15 

       - - 

  Ácido rosmarínico 3,64 − 138 359,1 [M−H]− 161,0 [M−H−C9H10O5]− 7 

       197,1 [C9H9O5]− 7 

  Quercitrina 3,66 − 164 447,1 [M−H]− 301,1 [M−H−C6H10O4]− 17 

       - - 

  Miricetina 3,74 − 128 317,0 [M−H]− 150,9 [M−H−C8H6O4]− 21 

       178,8 [M−H−C7H6O3]− 21 

  Fisetina 3,85 − 120 285,0 [M−H]− 135,0 [M−H−C8H6O3]− 15 

       163,0 [M−H−C7H6O2]− 15 

  Resveratrol 3,90 − 124 227,1 [M−H]− 185,2 [M−H−C2H2O]− 13 

       143,0 [M−H−C4H4O2]− 13 

  3-acetilcumarina 4,11 + 80 211,0 [M+Na]+ 211,0 [M+Na]+ 0 

       - - 
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Tabela 3 – Tempos de retenção (tR) e parâmetros da análise por espectrometria de massas dos compostos fenólicos selecionados. 

 

(continuação) 

Segmento 

de SRM 
Tempo (min) Analito 

tR 

(min) 

Polaridade 

ESI 

Energia do 

fragmentor (V) 
Íon precursor (m/z) 

Íon produto 

(quantificação/confirmação) (m/z) 

Energia de 

colisão (V) 

  Ácido trans-cinâmico 4,35 − 90 147,0 [M−H]− 103,2 [M−H−CO2]− 5 

       77,1 [M−H−C3H2O2]− 15 

  Quercetina 4,60 − 126 301,0 [M−H]− 151,1 [M−H−C8H6O3]− 17 

       179,0 [M−H−C7H6O2]− 15 

  Luteolina 4,65 − 162 285,0 [M−H]− 133,2 [M−H−C7H4O4]− 27 

       151,1 [M−H−C8H6O2]− 27 

3 5,0-7,0 Apigenina 5,29 − 136 269,0 [M−H]− 117,1 [M−H−C7H4O4]− 29 

       149,0 [M−H−C8H8O]− 20 

  Canferol 5,35 − 164 285,0 [M−H]− 239,0 [M−H−CH2O2]− 29 

       117,2 [C8H5O]− 31 

  3,6-dihidroxiflavona 6,38 − 126 253,1 [M−H]− 197,0 [M−H−C2O2]− 20 

       208,0 [M−H−CHO2]−· 21 

  Crisina 6,58 − 130 253,1 [M−H]− 143,1 [C10H7O]− 25 

       106,9 [M−H−C9H6O2]− 25 

  Galangina 6,74 − 156 269,0 [M−H]− 169,1 [M−H−C4H4O3]− 30 

       211,2 [M−H−C2H2O2]− 29 

Fonte: Do autor. 
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A obtenção dos dados espectrais foi feita pelo modo de varredura de íons produto, 

assumindo como íon precursor os íons identificados através do procedimento 3.4.1, e variando-

se as energias de colisão de 0 a 35 V, em intervalos de 5 V. Na região de valores de energia de 

colisão entre os quais houve um aumento considerável do número de fragmentos e o íon 

precursor sofreu uma redução drástica de intensidade, a energia de colisão foi variada e avaliada 

em intervalos de 2 V. Os espectros foram obtidos desde uma razão m/z igual a 50 até uma razão 

m/z 30 unidades superior à razão m/z do íon precursor avaliado. 

Foram adotados como ótimos os valores de energia de colisão em que foram obtidas as 

maiores intensidades para os íons produto, ao passo em que ainda houvesse uma pequena 

abundância do íon precursor. 

 

 

4.4.3 Otimização das condições de injeção, ionização por eletrospray e de detecção 

 

Uma vez desenvolvido o método de separação, uma série de análises foi realizada para 

se determinar as condições ótimas de injeção, ionização e detecção do método. As condições 

ótimas foram definidas com base nos valores normalizados das áreas dos picos cromatográficos 

dos analitos para cada variação de parâmetro, mantendo-se os demais parâmetros sem 

variações. 

Foram avaliados sequencialmente os seguintes parâmetros do método: volume de 

injeção (1 a 5 µL, em incrementos de 1 µL); vazão do gás de secagem (5 a 13 L min-1, em 

incrementos de 2 L min-1); pressão do nebulizador (20 a 60 psi, em incrementos de 10 psi); 

voltagem do capilar (± 2,0 a ± 5,0 kV, em incrementos de ± 0,2 kV); temperatura do gás de 

secagem (200 a 350 °C, em incrementos de 50 °C); e tempo de leitura para cada transição de 

massas (10 a 50 ms, em incrementos de 10 ms). 

 

 

4.4.4 Avaliação da supressão iônica causada por aditivos à fase móvel 

 

Análises quantitativas da supressão iônica causada por aditivos à fase móvel foram 

realizadas por meio de injeção em fluxo (FIA, do inglês flow injection analysis) utilizando o 

sistema cromatográfico já descrito. Entretanto, a coluna cromatográfica foi substituída por uma 

conexão de volume morto. Neste estudo foram avaliadas as influências de ácido acético, ácido 

fórmico, hidróxido de amônio, formiato de amônio e acetato de amônio. 
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O experimento foi realizado a uma vazão de fase móvel de 200 μL min-1, injetando-se 

um volume de 10 μL dos padrões devidamente diluídos e enriquecidos com 0,05; 0,1; 0,5 e 

1,0% de ácido fórmico. Tal procedimento foi idêntico para os vials fortificados com ácido 

acético e hidróxido de amônio. Para a avaliação da influência causada por formiato de amônio 

e acetato de amônio as concentrações de adição foram de 5, 10, 20 e 50 mM. 

Os procedimentos foram repetidos tanto em eluente composto por MeOH:H2O (1:1, v/v) 

como por ACN:H2O (1:1, v/v). Ionizações por eletrospray com cargas positiva e negativa foram 

também comparadas. A aquisição de dados se deu em triplicata, utilizando o modo full scan 

(m/z 100-650) com um tempo de leitura de 250 ms. Cada analito foi medido como a média das 

áreas dos sinais obtidas em cromatogramas de íon extraído (EIC, do inglês extracted-ion 

chromatogram). As injeções realizadas sem a presença de aditivos foram utilizadas como 

referência zero, sendo que os efeitos de supressão observados foram reportados com 

porcentagens relativas negativas e os efeitos de enriquecimento iônico foram reportados com 

valores positivos. 

 

 

4.4.5 Avaliação da supressão iônica causada por coeluição de analitos 

 

A supressão ou enriquecimento iônico causados por coeluição de analitos foi avaliada 

quantitativamente dividindo-se os compostos fenólicos estudados em quatro diferentes grupos, 

todos contendo as mesmas concentrações para cada analito (0,5 mg L-1), os quais foram 

analisados por meio do método cromatográfico descrito na seção 4.3. O grupo I foi constituído 

por todos os 24 compostos fenólicos abrangidos neste trabalho. Os pares de analitos coeluídos 

foram divididos em grupos, denominados II, III e IV, de forma que em um mesmo grupo não 

ocorresse nenhuma coeluição. 

A intensidade dos efeitos de supressão ou enriquecimento iônicos foram calculadas de 

forma relativa para ambos os analitos dos pares coeluídos, utilizando a seguinte equação 

(REMANE et al., 2010): 

 

 𝑆𝑢𝑝𝑟𝑒𝑠𝑠ã𝑜 𝑖ô𝑛𝑖𝑐𝑎 (%) =  [ 
𝑌

𝑋
− 1] × 100 (18) 
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onde X é área dos analitos A ou B quando o outro analito do par de coeluição não está presente 

(grupos II, III ou IV), e Y é a área dos analitos A ou B quando o outro analito do par de coeluição 

está presente (grupo I). 

Da mesma forma que no item anterior, os efeitos de supressão observados foram 

reportados com porcentagens negativas e os efeitos de enriquecimento iônico foram reportados 

com valores positivos. A aquisição de dados se deu em triplicata, utilizando o modo SRM. 

 

 

4.4.6 Avaliação qualitativa da supressão iônica causada por efeitos de matriz 

 

A supressão iônica causada por influência da matriz foi avaliada de forma qualitativa 

através de um sistema de infusão pós-coluna, o qual foi acoplado por meio de uma conexão T 

ao sistema cromatográfico descrito no item 4.3. 

Durante as análises cromatográficas, ao mesmo tempo em que foram injetados os 

extratos das plantas em estudo (após a etapa de SPE), uma solução de 5 mg L-1 dos analitos foi 

constantemente infusionada a uma vazão de 10 μL min-1. Uma linha de base referência foi 

obtida através da injeção de fase móvel no sistema cromatográfico. 

As transições de todos os analitos foram monitoradas no sistema MS/MS pelo modo 

SRM, de modo que decréscimos na intensidade de sinal, quando comparados à linha de base, 

indicam componentes da matriz que causam supressão iônica. 

 

 

4.4.7 Avaliação quantitativa da supressão iônica causada por efeitos de matriz 

 

A supressão iônica causada pelo efeito de matriz foi avaliada quantitativamente, em 

triplicata, a partir da análise cromatográfica de soluções analíticas dos analitos em 

concentrações de 0,5 mg L-1, as quais foram comparadas com a análise de extratos de plantas 

fortificados com uma mesma concentração de padrões (MATUSZEWSKI, CONSTANZER e 

CHAVEZ-ENG, 2003). Devido à inexistência de amostras brancas para estas plantas 

medicinais em termos de compostos polifenólicos, os sinais de base dos analitos nas matrizes 

tiveram de ser desconsiderados. Portanto, foi feita a subtração das áreas obtidas em triplicata 

nas análises das matrizes sem adição de padrões. 

A supressão iônica foi calculada de forma relativa para os 24 analitos, nas seis plantas 

medicinais em estudo, utilizando a seguinte equação: 
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 𝑆𝑢𝑝𝑟𝑒𝑠𝑠ã𝑜 𝑖ô𝑛𝑖𝑐𝑎 (%) =  [ 
𝐴(𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑧+𝑝𝑎𝑑𝑟õ𝑒𝑠) − 𝐴𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑧

𝐴𝑝𝑎𝑑𝑟õ𝑒𝑠
− 1] × 100 (19) 

 

onde A é a área do pico cromatográfico, sendo que as denominações A(matriz+padrões), A(matriz) e 

A(padrões) referem-se aos sinais de, respectivamente, matriz adicionada de padrões, somente 

matriz e somente padrões. 

 

 

4.4.8 Avaliação da supressão iônica causada por competição 

 

A supressão iônica oriunda da competição entre íons durante a ionização foi mensurada 

pela análise cromatográfica dos extratos finais, fortificados com padrões, em diferentes fatores 

de diluição. Foram avaliadas as proporções de 1:2, 1:6, 1:10, 1:16, 1:32, 1:66 e 1:166 

(extrato/fase móvel, v/v) em triplicata. 

Para cada matriz estudada foi plotado um gráfico de contorno onde o eixo horizontal 

representa o fator de diluição do extrato e o eixo vertical, os diferentes analitos estudados. A 

superfície do gráfico representa as áreas dos picos normalizadas e multiplicadas pelo fator de 

diluição. Uma vez que não haja efeito de supressão iônica sobre os analitos, a coloração do 

gráfico deve se manter constante para cada analito à medida em que o fator de diluição aumente. 

 

 

4.4.9 Avaliação da supressão iônica diferencial 

 

A supressão iônica diferencial foi avaliada para o padrão interno em estudo a partir da 

análise cromatográfica de soluções analíticas dos analitos em uma concentração de 

1 mg L-1, as quais foram comparadas com a análise de extratos de plantas fortificados com uma 

mesma concentração de padrões. Todas as alíquotas utilizadas no estudo foram adicionadas de 

0.5 mg L-1 de padrão interno. Os dados foram adquiridos em triplicata, no modo SRM, e a 

supressão diferencial foi calculada segundo a razão expressa a seguir: 

 

 𝑆𝑢𝑝𝑟𝑒𝑠𝑠ã𝑜 𝑖ô𝑛𝑖𝑐𝑎 𝑑𝑖𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎𝑙 =
[𝐴(𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑧+𝑝𝑎𝑑𝑟õ𝑒𝑠) 𝐴𝑃𝐼⁄ − 𝐴𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑧 𝐴𝑃𝐼⁄ ]

[𝐴𝑝𝑎𝑑𝑟õ𝑒𝑠 𝐴𝑃𝐼⁄ ]
 (20) 
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onde A é a área do pico cromatográfico, sendo que as denominações A(matriz+padrões), A(matriz), 

A(padrões) e API referem-se aos sinais de, respectivamente, matriz adicionada de padrões, somente 

matriz, somente padrões e padrão interno. 

A ocorrência de supressão iônica diferencial foi evidenciada quando os resultados 

encontrados ultrapassam em ±15% o valor assumido como referência. 

 

 

4.4.10 Validação do método cromatográfico desenvolvido 

 

O método cromatográfico desenvolvido foi validado atendendo ao protocolo proposto 

pelo Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro), publicado sob a 

forma do documento de caráter orientativo DOQ-CGCRE-008 (INMETRO, 2010). Parâmetros 

como limites de detecção e limites de quantificação, linearidade, faixa de trabalho, 

repetibilidade, precisão intermediária, robustez e recuperação foram avaliados para determinar 

a performance do método proposto. 

 

 

4.4.10.1 Limites de detecção e quantificação 

 

Os limites instrumentais de detecção (ILODs, do inglês instrumental limits of detection) 

foram determinados visualmente a partir de uma razão sinal-ruído de 3:1 quando baixas 

concentrações de analitos foram injetadas. As regiões antes e após o pico cromatográfico de 

cada analito foram consideradas para calcular o ruído de fundo. Da mesma forma, os limites 

instrumentais de quantificação (ILOQs, do inglês instrumental limits of quantification) para 

cada analito foram determinados a partir de uma razão sinal-ruído de 10:1 (GALLART-

AYALA et al., 2011). 

 

 

4.4.10.2 Linearidade e faixa de trabalho 

 

A linearidade foi avaliada por meio de curvas analíticas traçadas a partir das áreas dos 

picos cromatográficos em 10 diferentes concentrações dos padrões analíticos igualmente 

espaçadas. As concentrações avaliadas variaram desde a concentração do ILOQ de cada analito 
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até 10 vezes esta. Os diferentes pontos da curva analítica foram analisados em triplicata e em 

ordem arbitrária. 

Foram determinados como intervalos lineares as regiões das curvas analíticas entre os 

pontos que apresentaram coeficiente de correlação (r) maior que 0,99. Ademais, foram 

avaliados os gráficos plotados entre as áreas relativas dos picos cromatográficos (área do 

pico/concentração analisada) versus a concentração correspondente em escala logarítmica 

(ARAGÃO, VELOSO e ANDRADE, 2009). Os valores nas extremidades dos gráficos que 

excederam a média dos resultados em ± 5% foram considerados como sendo não-lineares. 

 

 

4.4.10.3 Repetibilidade e precisão intermediária 

 

Para avaliar a repetibilidade, cinco replicatas de soluções analíticas foram analisadas em 

sequência, sendo mantidos constantes o operador, as amostras analisadas, a fase móvel e as 

demais condições operacionais. Para determinar a precisão intermediária, 20 replicatas foram 

analisadas em cinco dias consecutivos (quatro replicatas por dia), sendo que a cada dia a fase 

móvel foi renovada e o operador e as amostras analisadas foram mantidos sem variação. Os 

experimentos de repetibilidade e precisão intermediária foram realizados para três diferentes 

níveis de concentração e em todas as determinações, os desvios padrão relativos foram 

calculados tanto em termos das áreas dos picos como dos tempos de retenção. 

 

 

4.4.10.4 Robustez 

 

A robustez do método foi avaliada pela abordagem de Youden (CÉSAR e PIANETTI, 

2009), tanto para a reposta dos analitos como para seus tempos de retenção. Sete diferentes 

parâmetros foram estudados usando uma combinação fatorial, de maneira tal que foram 

considerados os parâmetros otimizados do método e uma pequena e factível variação destes. 

Os parâmetros avaliados foram: composição da fase móvel 

(0,1% CH3COOH/0,07% CH3COOH; condição otimizada/variação), vazão da fase móvel 

(800 µL min-1/820 µL min-1), temperatura de separação (40 °C/42 °C), temperatura do gás de 

secagem da fonte de ionização (250 °C/255 °C), pressão do nebulizador (30 psi/32 psi), 

voltagem do capilar de eletrospray (± 2,4 kV/± 2,5 kV) e vazão do gás de secagem (11 L min-

1/12 L min-1). Para interpretação da robustez a partir do teste de Youden, valores maiores que 
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𝑠 ∙ √2 foram considerados significantes, onde s é o desvio padrão entre resultados obtidos para 

cada grandeza avaliada. 

 

 

4.4.10.5 Recuperação 

 

Ensaios de recuperação foram realizados em seis diferentes matrizes por meio da 

fortificação das amostras (n=1) com quantidades conhecidas de padrões dos analitos estudados. 

As concentrações quantificadas pelo método de adição do padrão foram diretamente 

comparadas às concentrações adicionadas no início do estudo. A recuperação foi calculada por 

meio da fórmula: 

 𝑅𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎çã𝑜 (%) = [
𝐶𝑑𝑒𝑡𝑒𝑟𝑚𝑖𝑛𝑎𝑑𝑎

𝐶𝑎𝑑𝑖𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑑𝑎
] × 100 (21) 

 

onde Cdeterminada é a concentração de analito quantificada através de uma curva analítica 

elaborada pelo método de adição do padrão e Cadicionada é a concentração de analito inicialmente 

adicionada à amostra. 

 

 

4.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS DADOS 

 

Os dados obtidos pelos procedimentos analíticos descritos, quando determinados 

através de replicatas, foram interpretados através das médias aritméticas simples acompanhadas 

dos respectivos desvios padrão relativos. Valores extremos (outliers) foram devidamente 

avaliados através do teste de Grubbs e, caso necessário, desconsiderados. 

Todos os cálculos utilizados foram realizados através do software Microsoft® Excel® 

2013, versão 15.0.4797.1000, 64 bits. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 OTIMIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES DE ANÁLISE POR ESPECTROMETRIA DE 

MASSAS 

 

O comportamento dos 24 analitos abordados por este trabalho frente à espectrometria 

de massas foi estudado de acordo com os procedimentos descritos nas seções 4.4.1 e 4.4.2. Para 

os espectros obtidos em modo full scan com ionização em polaridade positiva, a maioria dos 

analitos apresentou apenas os clusters isotópicos referentes às moléculas protonadas [M+H]+. 

De modo semelhante, para a polaridade negativa, a maioria dos compostos foi observado na 

forma de moléculas desprotonadas [M−H]−. Neste último caso, os espectros obtidos 

apresentaram melhor relação sinal-ruído frente aos espectros relativos às moléculas protonadas. 

A exceção foi para o composto 3-acetilcumarina, o qual apenas foi detectado como aduto com 

sódio, [M+Na]+, no modo positivo de ionização. 

A fragmentação dos compostos em estudo foi otimizada variando-se manualmente as 

energias de colisão, de forma a se obter um maior número de fragmentações, mantendo-se uma 

pequena abundância do íon precursor. Para todos os analitos foram traçados gráficos de 

abundância dos íons produto versus energia de colisão, tal como representado na Figura 20 para 

o analito ácido trans-cinâmico. A energia de colisão considerada como ótima foi aquela na qual 

o íon produto de maior intensidade apresentou um máximo de abundância. Nas situações em 

que o máximo de abundância do íon produto principal ocorreu em uma energia de colisão tal 

que não apresentasse abundância do íon precursor, foi considerado como ótimo um valor de 

energia de colisão um pouco inferior ao valor onde ocorreu o máximo de abundância do íon 

produto principal. 

Na ocorrência de dois ou mais íons produto oriundos de um mesmo íon precursor, a 

transição do íon precursor para o íon produto de maior abundância foi nomeada de transição de 

quantificação. Esta transição foi utilizada para os estudos de screening, otimização do método 

de separação e, posteriormente, para a quantificação dos analitos nas amostras. O segundo íon 

produto de maior abundância foi escolhido para definir a transição de confirmação, sendo esta 

responsável por introduzir maior seletividade ao método. Todas as condições de fragmentação 

otimizadas, bem como os fragmentos observados para cada analito, foram relatadas na Tabela 

3 (página 63). 
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Figura 20 – Estudo da fragmentação do íon precursor do ácido trans-cinâmico (m/z 147). No detalhe, representação 

esquemática da fragmentação da molécula desprotonada [M−H]− de ácido trans-cinâmico, evidenciando a 

formação do íon produto de razão m/z 103, com uma energia de colisão ótima de 5 V. O íon produto de razão 

m/z 77 é formado quando uma energia de colisão maior que 15 V é aplicada à célula de colisão. 

Fonte: Do autor. 

 

 

5.2 SUPRESSÃO IÔNICA POR ADITIVOS DA FASE MÓVEL 

 

Os efeitos de supressão iônica causados por fontes exógenas às matrizes foram 

avaliados. Uma das estratégias adotadas foi o estudo da influência da fase móvel e de possíveis 

aditivos às respostas dos analitos frente à ionização por ESI. Tal estudo foi realizado antes 

mesmo de o método de separação ser desenvolvido. Desta forma, foi possível avaliar solventes 

e aditivos que afetassem negativamente a ionização dos analitos, dando prioridade ao uso, 

durante o desenvolvimento do método de separação, aos que causassem menor supressão 

iônica. 

A eficiência de ionização da fonte ESI está diretamente ligada à composição da fase 

móvel. O pH é um importante fator a ser considerado na escolha da fase móvel, uma vez que 

as moléculas já podem chegar à fonte ionizadas, em fase líquida. Outro fator é a viscosidade, a 

qual influencia fortemente o eletrospray, facilitando ou não tanto a nebulização quanto a 

evaporação da fase móvel. Também já se é conhecido que determinados aditivos são capazes 

de suprimir totalmente a ionização, como é o caso do ácido trifluoroacético (TFA), o qual inibe 

a detecção de analitos no modo negativo de ionização e apresenta fortes influências também no 

modo positivo (LAW, B. e TEMESI, 2000; LIM e LORD, 2002; ANNESLEY, 2003; FUREY 

et al., 2013). Este fenômeno se deve à excelente capacidade do íon trifluoroacetato em atuar 

como reagente formador de par iônico, neutralizando assim a carga formal de espécies iônicas 

que poderiam vir a ser formadas durante a ionização por eletrospray. 

Neste estudo foram avaliadas as influências de metanol e acetonitrila na composição da 

fase móvel, na presença de aditivos que alteram o pH do meio (Tabela 4 e Tabela 5). 
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Tabela 4 – Efeitos de supressão e enriquecimento iônicos (%) para aditivos de pH em fase móvel composta por metanol e água. O desvio padrão relativo (n=3, %) é dado entre 

parênteses. 

 

Metanol/água (1:1, v/v) 

  Ácido fórmico  Ácido acético  Hidróxido de amônio 

    0,05% 0,1% 0,5% 1,0%   0,05% 0,1% 0,5% 1,0%   0,05% 0,1% 0,5% 1,0% 

Polaridade positiva               

 3-acetilcumarina 27 (1,1) 10 (1,9) -11 (0,6) -19 (0,7)  45 (2,2) 42 (1) 16 (1,4) 5 (1,1)  -93 (2,5) -93 (1,5) -94 (2,6) -96 (11,7) 

Polaridade negativa               

 Ácido trans-cinâmico -54 (17,6) -58 (11,4) -63 (23,6) -62 (10,8)  9 (2,6) 14 (2,8) 8 (4,9) -8 (17,2)  231 (6,0) 232 (1,9) 172 (0,6) 202 (1,8) 

 4-hidroxicumarina -36 (1,8) -45 (1,3) -64 (3,2) -70 (3,7)  -19 (2,0) -26 (0,9) -40 (2,2) -46 (4,4)  72 (2,1) 65 (0,3) 33 (1,6) 27 (0,7) 

 6-hidroxicumarina -36 (1,8) -45 (1,3) -64 (3,2) -70 (3,7)  -19 (2,0) -26 (0,9) -40 (2,2) -46 (4,4)  72 (2,1) 65 (0,3) 33 (1,6) 27 (0,7) 

 Ácido p-cumárico -31 (5,9) -43 (10,6) -61 (5,8) -66 (10,8)  -40 (5,3) -40 (5,3) -41 (4,6) -46 (4,9)  71 (2,8) 70 (4,1) 50 (3,6) 45 (2,6) 

 Ácido vanílico -45 (3,1) -59 (5,3) -80 (6,9) -86 (21,0)  -1 (5,2) -6 (4,8) -5 (7,5) -22 (6,8)  472 (3,7) 449 (6,9) 336 (3,4) 299 (3,5) 

 Ácido gálico -50 (7,3) -54 (8,8) -63 (9,9) -73 (7,6)  -43 (9,6) -45 (5,9) -64 (11,2) -68 (12,9)  -77 (6,1) -73 (7,0) -69 (7,5) -68 (1,7) 

 Ácido cafeico -29 (2,1) -35 (7,9) -43 (5,5) -45 (5,3)  -48 (6,7) -50 (8,2) -45 (6,9) -45 (3,6)  -19 (5,6) -48 (4,2) -80 (5,5) -84 (5,9) 

 Ácido ferúlico -21 (2,6) -28 (8,3) -57 (2,9) -62 (17,7)  -19 (5,6) -17 (7,1) -13 (7,2) -15 (8,1)  280 (4,3) 287 (4,7) 236 (4,2) 255 (2,2) 

 Resveratrol -8 (3,6) -20 (10,4) -42 (5,4) -50 (6,3)  -14 (4,7) -14 (4,7) -25 (4,7) -30 (6,6)  19 (3,8) 12 (1,8) -14 (1,6) -25 (1,6) 

 3,6-dihidroxiflavona -24 (7,4) -22 (6,6) -41 (9,7) -50 (8,6)  -4 (2,1) -7 (1,3) -15 (4,2) -16 (5,4)  98 (2,0) 103 (3,3) 84 (0,6) 85 (2,2) 

 Crisina -24 (7,4) -22 (6,6) -41 (9,7) -50 (8,6)  -4 (2,1) -7 (1,3) -15 (4,2) -16 (5,4)  98 (2,0) 103 (3,3) 84 (0,6) 85 (2,2) 

 Apigenina -25 (3,3) -29 (10,9) -49 (5,2) -57 (6,2)  -21 (4,1) -24 (7,8) -32 (6,6) -37 (12,9)  50 (2,4) 41 (1,9) 5 (2,4) -2 (1,4) 

 Galangina -25 (3,3) -29 (10,9) -49 (5,2) -57 (6,2)  -21 (4,1) -24 (7,8) -32 (6,6) -37 (12,9)  50 (2,4) 41 (1,9) 5 (2,4) -2 (1,4) 

 Luteolina -26 (7,3) -35 (3,7) -49 (4,5) -61 (5,6)  -36 (4,1) -38 (12,2) -45 (7,4) -55 (7,7)  -5 (3,1) -14 (1,8) -36 (2,0) -52 (6,7) 

 Canferol -26 (7,3) -35 (3,7) -49 (4,5) -61 (5,6)  -36 (4,1) -38 (12,2) -45 (7,4) -55 (7,7)  -5 (3,1) -14 (1,8) -36 (2,0) -52 (6,7) 

 Fisetina -26 (7,3) -35 (3,7) -49 (4,5) -61 (5,6)  -36 (4,1) -38 (12,2) -45 (7,4) -55 (7,7)  -5 (3,1) -14 (1,8) -36 (2,0) -52 (6,7) 

 (+)-catequina 18 (2,3) 7 (2,5) -3 (5,4) -27 (10,0)  5 (9,7) 7 (2,3) 13 (3,9) -7 (4,1)  -80 (12,6) -85 (12,5) -86 (16,7) -87 (14,3) 

 Quercetina -29 (8,9) -34 (7,7) -43 (6,1) -54 (4,5)  -38 (8,9) -38 (5,6) -47 (9,9) -57 (5,3)  -69 (4,9) -67 (4,7) -65 (5,3) -73 (6,4) 

 Miricetina -83 (4,3) -85 (11) -87 (9,3) -86 (26,4)  -77 (4,6) -79 (7,6) -85 (8,8) -93 (12,4)  -59 (5,1) -61 (7,1) -56 (4,3) -59 (9,6) 

 Ácido clorogênico 8 (4,0) -11 (11,5) -41 (9,8) -43 (2,4)  41 (9,8) 14 (12,4) -37 (2,7) -65 (29,7)  165 (5,7) 120 (4,1) 34 (7,7) -20 (6,0) 

 Ácido rosmarínico 58 (9,2) 38 (17,0) 17 (5,5) -7 (37,6)  -7 (18,7) -1 (15,5) -32 (19,0) -51 (8,0)  -84 (6,0) -79 (7,1) -60 (7,5) -42 (9,3) 

 Quercitrina -13 (5,9) -17 (5,3) -41 (8,1) -52 (4,6)  -47 (6,0) -42 (2,2) -44 (2,8) -50 (4,8)  80 (6,4) 66 (4,6) 46 (2,9) 19 (5,3) 

 Rutina 63 (2,4) 50 (4,6) 24 (5,7) -1 (2,6)   -11 (1,9) -4 (4,2) 14 (4,5) -5 (6,0)   192 (4,6) 162 (5,0) 123 (3,5) 57 (4,0) 

Fonte: FACCIN et al. (2016). Reprodução autorizada pela editora Elsevier através da licença número 3905491320418. 
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Tabela 5 – Efeitos de supressão e enriquecimento iônicos (%) para aditivos de pH em fase móvel composta por acetonitrila e água. O desvio padrão relativo (n=3, %) é dado 

entre parênteses. 

 

Acetonitrila/água (1:1, v/v) 

  Ácido fórmico  Ácido acético  Hidróxido de amônio 

    0,05% 0,1% 0,5% 1,0%   0,05% 0,1% 0,5% 1,0%   0,05% 0,1% 0,5% 1,0% 

Polaridade positiva               

 3-acetilcumarina 8 (0,4) -4 (0,2) -21 (1,3) -27 (0,6)  18 (3,2) 18 (0,4) 3 (1,2) -7 (2,5)  -95 (3,1) -94 (2,0) -95 (5,2) -97 (19,2) 

Polaridade negativa               

 Ácido trans-cinâmico -66 (6,5) -69 (2,0) -78 (7,4) -82 (5,9)  -8 (4,9) -13 (5,3) -23 (8,9) -29 (4,2)  92 (4,1) 140 (3,8) 237 (1,9) 253 (3,3) 

 4-hidroxicumarina -39 (2,2) -47 (2,2) -63 (1,8) -70 (2,2)  -25 (1,5) -29 (0,6) -43 (1,7) -48 (3,3)  37 (0,4) 38 (2,0) 45 (1,1) 38 (0,8) 

 6-hidroxicumarina -39 (2,2) -47 (2,2) -63 (1,8) -70 (2,2)  -25 (1,5) -29 (0,6) -43 (1,7) -48 (3,3)  37 (0,4) 38 (2,0) 45 (1,1) 38 (0,8) 

 Ácido p-cumárico -39 (6,1) -44 (5,2) -59 (6,1) -67 (10,0)  -48 (7,8) -45 (4,6) -47 (3,2) -51 (4,5)  42 (3,0) 52 (2,7) 76 (5,9) 70 (2,4) 

 Ácido vanílico -65 (5,5) -71 (11,4) -84 (24,9) -88 (5,1)  -33 (6,5) -28 (6,6) -30 (4,2) -40 (10,7)  243 (4,9) 281 (5,5) 362 (4,6) 300 (3,2) 

 Ácido gálico -37 (2,4) -45 (3,8) -65 (4,4) -73 (6,3)  -33 (4,5) -35 (4,3) -42 (5,2) -56 (8,6)  -72 (8,5) -67 (9,9) -55 (3,6) -52 (7,9) 

 Ácido cafeico -27 (1,2) -29 (0,8) -37 (3,1) -34 (6,3)  -46 (2,2) -46 (6,0) -42 (5,7) -44 (1,9)  -12 (4,4) -40 (2,3) -72 (9,3) -76 (7,3) 

 Ácido ferúlico -33 (5,3) -41 (5,6) -61 (5,3) -65 (7,5)  -38 (7,6) -42 (5,5) -38 (5,6) -42 (4,3)  155 (1,5) 197 (1,2) 293 (0,6) 310 (2,9) 

 Resveratrol -37 (0,9) -43 (2,8) -61 (2,1) -67 (5,4)  -40 (4,5) -44 (3,7) -47 (9,8) -53 (5,6)  -12 (2,9) -14 (1,7) -16 (6,3) -22 (2,6) 

 3,6-dihidroxiflavona -28 (2,9) -31 (0,6) -40 (3,1) -50 (5,7)  -3 (0,7) -5 (1,7) -13 (1,5) -21 (2,9)  59 (0,7) 65 (1,3) 91 (3,1) 96 (0,5) 

 Crisina -28 (2,9) -31 (0,6) -40 (3,1) -50 (5,7)  -3 (0,7) -5 (1,7) -13 (1,5) -21 (2,9)  59 (0,7) 65 (1,3) 91 (3,1) 96 (0,5) 

 Apigenina -32 (2,8) -39 (1,2) -52 (8,0) -60 (1,2)  -17 (0,6) -22 (4,4) -32 (5,3) -39 (5,2)  16 (1,9) 8 (2,2) 7 (1,9) 0 (0,9) 

 Galangina -32 (2,8) -39 (1,2) -52 (8,0) -60 (1,2)  -17 (0,6) -22 (4,4) -32 (5,3) -39 (5,2)  16 (1,9) 8 (2,2) 7 (1,9) 0 (0,9) 

 Luteolina -34 (0,7) -37 (3,0) -54 (5,1) -62 (2,3)  -31 (2,2) -33 (3,7) -46 (7,0) -53 (3,7)  -32 (1,0) -32 (1,9) -34 (1,5) -48 (2,3) 

 Canferol -34 (0,7) -37 (3,0) -54 (5,1) -62 (2,3)  -31 (2,2) -33 (3,7) -46 (7,0) -53 (3,7)  -32 (1,0) -32 (1,9) -34 (1,5) -48 (2,3) 

 Fisetina -34 (0,7) -37 (3,0) -54 (5,1) -62 (2,3)  -31 (2,2) -33 (3,7) -46 (7,0) -53 (3,7)  -32 (1,0) -32 (1,9) -34 (1,5) -48 (2,3) 

 (+)-catequina -31 (11,8) -34 (5,4) -46 (4,7) -51 (9,2)  -43 (13,3) -35 (3,0) -38 (9,0) -43 (5,5)  -91 (9,9) -90 (15,1) -89 (17,3) -89 (14,7) 

 Quercetina -37 (3,2) -41 (4,4) -50 (4,7) -61 (10,8)  -35 (12,1) -36 (4,3) -44 (2,0) -52 (10,5)  -73 (4,1) -68 (1,0) -57 (2,1) -64 (3,4) 

 Miricetina -88 (9,2) -89 (11,6) -93 (15) -94 (20,8)  -62 (10,2) -68 (10,0) -81 (3,9) -97 (15,5)  -58 (5,2) -55 (5,4) -41 (8,4) -45 (0,8) 

 Ácido clorogênico 39 (17,4) 9 (11,4) -34 (5,6) -57 (9,6)  59 (4,7) 54 (2,3) 21 (6,5) -26 (1,2)  133 (6,6) 131 (3,6) 88 (0,7) 10 (5,3) 

 Ácido rosmarínico -25 (5,3) -17 (3,4) -28 (2,6) -36 (3,6)  -16 (4,4) -19 (3,4) -43 (6,0) -56 (5,1)  -90 (4,5) -87 (18,5) -68 (7,6) -53 (12,5) 

 Quercitrina -25 (2,7) -32 (5,2) -47 (1,4) -55 (6,9)  -54 (4,6) -52 (2,7) -52 (3,4) -59 (7,0)  57 (0,4) 64 (0,3) 76 (1,0) 50 (4,7) 

 Rutina -13 (10,3) -8 (6,9) -28 (6,0) -46 (10,4)   -47 (6,0) -48 (6,8) -38 (4,9) -51 (5,3)   84 (2,1) 94 (4,6) 98 (1,4) 44 (3,4) 

Fonte: FACCIN et al. (2016). Reprodução autorizada pela editora Elsevier através da licença número 3905491320418. 
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Embora diferentes comportamentos de supressão iônica puderam ser observados para 

cada analito quando utilizada uma fase móvel composta por CH3CN:H2O (1:1, v/v) comparada 

a uma fase móvel de CH3OH:H2O (1:1, v/v), não foi possível encontrar uma razão genérica 

para tais diferenças. Entretanto, foi observado que a supressão iônica (%) tem uma forte 

correlação logarítmica com a concentração molar dos aditivos testados (Figura 21), sendo esta 

uma afirmação válida tanto para MeOH como para ACN. Corroborando com estes resultados, 

LAW, B. e TEMESI (2000) também observaram um aumento da supressão iônica quando 

ocorreu um aumento das concentrações de aditivos. 

 

Figura 21 – Representação da correlação logarítmica existente entre a intensidade de supressão iônica (%) e a 

concentração molar dos aditivos avaliados. No gráfico estão expressos os dados experimentais para o analito 

galangina, utilizando como solvente ACN:H2O (1:1, v/v). 

 

Fonte: Do autor. 

 

A avaliação do uso de aditivos tamponantes (Tabela 6 e Tabela 7) mostrou uma 

supressão iônica mais evidente quando comparado ao uso dos respectivos ácidos conjugados 

em uma concentração similar. Tal supressão foi causada muito provavelmente por uma alta 

concentração de ânions acetato e formiato completamente dissociados, os quais suprimiram a 

ionização dos analitos no modo negativo de ionização (YAMAGUCHI et al., 1999). Para a 

maioria dos analitos, o formiato de amônio teve uma maior contribuição para a supressão iônica 

comparado ao acetato de amônio. A possível razão para isso é a menor volatilidade do formiato 
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de amônio (ponto de ebulição igual a 180 °C), o que resulta na formação de gotas de fase móvel 

ricas em ânions formiato durante a ionização por eletrospray. Adicionalmente, hidróxido de 

amônio também foi avaliado como um aditivo, sendo que para muitos analitos, um importante 

efeito de enriquecimento iônico foi observado no modo negativo de ionização. A possível causa 

para tal efeito foi o aumento considerável do pH e a consequente desprotonação dos analitos 

com caráter ácido antes mesmo destes chegarem à fonte de ionização (PERIAT et al., 2013). 

 

Tabela 6 – Efeitos de supressão e enriquecimento iônicos (%) para aditivos tamponantes em fase móvel composta 

por metanol e água. O desvio padrão relativo (n=3, %) é dado entre parênteses. 

 

    Metanol/água (1:1, v/v) 

  Formiato de amônio  Acetato de amônio 

    5 mM 10 mM 20 mM 50 mM   5 mM 10 mM 20 mM 50 mM 

Polaridade positiva          

 3-acetilcumarina -80 (1) -88 (2) -92 (2) -96 (2)  -51 (3) -62 (1) -74 (2) -80 (2) 

Polaridade negativa          

 Ácido trans-cinâmico -41 (7) -62 (13) -70 (12) -83 (30)  -27 (7) -39 (4) -63 (10) -83 (7) 

 4-hidroxicumarina -22 (0) -38 (3) -47 (1) -60 (2)  -15 (3) -28 (1) -45 (4) -65 (5) 

 6-hidroxicumarina -22 (0) -38 (3) -47 (1) -60 (2)  -15 (3) -28 (1) -45 (4) -65 (5) 

 Ácido p-cumárico -35 (7) -52 (13) -62 (5) -74 (3)  -42 (4) -54 (6) -64 (6) -80 (17) 

 Ácido vanílico -55 (5) -70 (11) -79 (9) -90 (7)  -45 (6) -57 (2) -69 (16) -88 (29) 

 Ácido gálico -25 (3) -35 (11) -38 (11) -37 (15)  -5 (9) -20 (13) -20 (6) -47 (17) 

 Ácido cafeico -36 (6) -42 (15) -51 (12) -60 (16)  -25 (2) -39 (12) -47 (5) -66 (4) 

 Ácido ferúlico -20 (4) -46 (6) -62 (8) -77 (8)  -29 (3) -47 (3) -64 (4) -85 (32) 

 Resveratrol 23 (5) -5 (4) -25 (4) -53 (3)  35 (1) 12 (6) -20 (1) -60 (11) 

 3,6-dihidroxiflavona 15 (3) -2 (8) -13 (9) -30 (4)  29 (7) 18 (1) -10 (4) -39 (8) 

 Crisina 15 (3) -2 (8) -13 (9) -30 (4)  29 (7) 18 (1) -10 (4) -39 (8) 

 Apigenina 11 (3) -13 (9) -26 (4) -42 (7)  3 (7) -7 (9) -28 (8) -55 (14) 

 Galangina 11 (3) -13 (9) -26 (4) -42 (7)  3 (7) -7 (9) -28 (8) -55 (14) 

 Luteolina -5 (9) -21 (3) -34 (5) -45 (10)  -3 (7) -17 (14) -30 (14) -46 (8) 

 Canferol -5 (9) -21 (3) -34 (5) -45 (10)  -3 (7) -17 (14) -30 (14) -46 (8) 

 Fisetina -5 (9) -21 (3) -34 (5) -45 (10)  -3 (7) -17 (14) -30 (14) -46 (8) 

 (+)-catequina 25 (10) -7 (12) -30 (13) -52 (14)  6 (9) -15 (3) -34 (9) -63 (6) 

 Quercetina -3 (5) -11 (5) -29 (5) -42 (1)  0 (11) -24 (4) -31 (11) -59 (11) 

 Miricetina -21 (9) -15 (4) -29 (12) -34 (10)  -40 (7) -58 (14) -67 (5) -89 (6) 

 Ácido clorogênico -12 (12) -17 (11) -27 (11) -34 (3)  -21 (8) -40 (5) -45 (9) -68 (19) 

 Ácido rosmarínico 54 (6) 32 (8) 3 (13) -30 (21)  29 (7) 5 (11) -23 (5) -64 (14) 

 Quercitrina -7 (4) -23 (7) -38 (5) -55 (2)  -16 (7) -28 (3) -46 (6) -62 (20) 

  Rutina 48 (3) 26 (8) -4 (3) -33 (19)   26 (11) 8 (9) -33 (14) -44 (3) 

Fonte: Adaptada de FACCIN et al. (2016). Reprodução autorizada pela editora Elsevier através da licença número 

3905491320418. 
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Tabela 7 – Efeitos de supressão e enriquecimento iônicos (%) para aditivos tamponantes em fase móvel composta 

por acetonitrila e água. O desvio padrão relativo (n=3, %) é dado entre parênteses. 

 

    Acetonitrila/água (1:1, v/v) 

  Formiato de amônio  Acetato de amônio 

    5 mM 10 mM 20 mM 50 mM   5 mM 10 mM 20 mM 50 mM 

Polaridade positiva          

 3-acetilcumarina -60 (1) -76 (1) -83 (1) -91 (4)  -51 (1) -61 (1) -73 (1) -79 (2) 

Polaridade negativa          

 Ácido trans-cinâmico -28 (5) -58 (4) -72 (8) -88 (4)  -14 (6) -40 (15) -65 (7) -81 (10) 

 4-hidroxicumarina -38 (1) -51 (1) -60 (1) -68 (0)  -35 (1) -49 (2) -60 (1) -67 (3) 

 6-hidroxicumarina -38 (1) -51 (1) -60 (1) -68 (0)  -35 (1) -49 (2) -60 (1) -67 (3) 

 Ácido p-cumárico -38 (2) -55 (8) -65 (6) -75 (9)  -47 (3) -62 (4) -71 (8) -78 (6) 

 Ácido vanílico -51 (10) -69 (4) -79 (8) -91 (41)  -49 (1) -63 (4) -79 (9) -88 (9) 

 Ácido gálico 40 (14) 46 (3) 48 (7) 46 (2)  54 (5) 33 (6) 1 (8) -36 (6) 

 Ácido cafeico -22 (6) -32 (5) -44 (10) -52 (10)  -15 (5) -36 (5) -50 (6) -66 (10) 

 Ácido ferúlico -15 (0) -40 (6) -62 (7) -78 (17)  -27 (8) -46 (8) -68 (2) -84 (17) 

 Resveratrol 6 (2) -25 (1) -47 (1) -71 (5)  16 (2) -14 (6) -41 (3) -67 (7) 

 3,6-dihidroxiflavona -9 (2) -27 (3) -41 (5) -57 (5)  2 (3) -18 (4) -34 (3) -50 (7) 

 Crisina -9 (2) -27 (3) -41 (5) -57 (5)  2 (3) -18 (4) -34 (3) -50 (7) 

 Apigenina -26 (5) -40 (3) -51 (6) -66 (7)  -25 (2) -39 (2) -55 (10) -64 (6) 

 Galangina -26 (5) -40 (3) -51 (6) -66 (7)  -25 (2) -39 (2) -55 (10) -64 (6) 

 Luteolina -1 (1) -11 (4) -23 (3) -35 (6)  10 (5) -14 (4) -38 (17) -52 (2) 

 Canferol -1 (1) -11 (4) -23 (3) -35 (6)  10 (5) -14 (4) -38 (17) -52 (2) 

 Fisetina -1 (1) -11 (4) -23 (3) -35 (6)  10 (5) -14 (4) -38 (17) -52 (2) 

 (+)-catequina -9 (3) -38 (4) -52 (8) -70 (6)  -24 (3) -36 (8) -57 (9) -72 (12) 

 Quercetina 26 (1) 14 (0) -2 (4) -4 (3)  33 (4) -1 (5) -38 (5) -62 (7) 

 Miricetina 62 (4) 54 (11) 26 (3) 32 (4)  39 (3) -20 (14) -66 (17) -93 (24) 

 Ácido clorogênico 12 (8) 7 (6) -6 (9) -14 (8)  -18 (9) -34 (17) -68 (29) -83 (10) 

 Ácido rosmarínico 28 (4) 14 (6) -5 (10) -24 (10)  20 (3) -9 (8) -35 (10) -58 (15) 

 Quercitrina -14 (8) -31 (6) -39 (8) -60 (11)  -1 (3) -23 (3) -38 (15) -58 (10) 

  Rutina 24 (7) 28 (20) -16 (6) -37 (9)   17 (9) 4 (3) -23 (11) -50 (3) 

Fonte: Adaptada de FACCIN et al. (2016). Reprodução autorizada pela editora Elsevier através da licença número 

3905491320418. 

 

Para o desenvolvimento do método de separação adotou-se uma fase móvel com caráter 

ácido a fim de facilitar a retenção dos analitos em cromatografia líquida de fase reversa. Dessa 

forma, optou-se por utilizar ácido acético como aditivo de fase móvel por causar, em linhas 

gerais, menor supressão iônica que os demais aditivos testados. Neste âmbito, ácido fórmico 

não foi utilizado no desenvolvimento do método de separação por este apresentar um pKa mais 

baixo que o ácido acético, o que poderia favorecer a ionização de interferentes com algum 

caráter básico na análise de plantas medicinais. 

Por outro lado, um valor de pH apropriado para a fase móvel poderia ser atingido usando 

uma menor concentração de ácido fórmico que a concentração de ácido acético adotada (0,05% 

(v/v) para ácido fórmico, ao invés de 0,1% (v/v) para ácido acético). Entretanto, a esta 

concentração de ácido fórmico, os efeitos de supressão iônica observados para vários analitos 
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foram muito próximos àqueles causados por ácido acético a uma concentração de 0,1% (v/v). 

Adicionalmente, a robustez do método poderia ser afetada com o uso de ácido fórmico, devido 

à maior volatilidade deste ácido e às possíveis mudanças de composição na fase móvel ao longo 

de várias análises em sequência. 

 

 

5.3 DESENVOLVIMENTO DO MÉTODO DE SEPARAÇÃO POR UHPLC 

 

Neste estudo foi utilizada uma coluna cromatográfica de fase reversa (C18) para a 

separação de 24 compostos fenólicos, os quais foram escolhidos como analitos tendo por base 

a frequência com que são reportados em estudos de caracterização química de plantas e 

alimentos com relevada importância medicinal. Para se desenvolver e otimizar o método de 

separação dos analitos utilizando cromatografia líquida foi seguido o planejamento 

experimental proposto por SNYDER, KIRKLAND e DOLAN (2009), o qual se baseia nas 

seguintes etapas: 

1. Definição da técnica cromatográfica a ser utilizada; 

2. Realização de um experimento inicial para definição do modo de eluição a ser 

utilizado (isocrático ou gradiente). 

No caso de adoção do modo de eluição por gradiente: 

3. Otimização do fator de retenção (k) dos analitos; 

4. Otimização do fator de separação (α) dos analitos; 

5. Ajuste do intervalo e perfil do gradiente de eluição; 

6. Otimização da eficiência (N); 

7. Determinação do tempo de reequilíbrio da coluna cromatográfica. 

Para avaliar a necessidade de uma separação com eluição por gradiente, a teoria descrita 

por SNYDER, KIRKLAND e DOLAN (2009) foi aplicada. Esta teoria propõe o 

estabelecimento de um gradiente inicial cuja composição de solvente orgânico varia de 5 a 

100%, em um tempo de gradiente (tG) variável conforme o volume morto (Vm) calculado para 

a coluna cromatográfica em uso. O volume morto, em mL, pode ser estimado pela seguinte 

equação: 

 

 𝑉𝑚 = 5 × 10−4 𝐿 𝑑𝑐
2 (22) 
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onde L é o comprimento da coluna, em mm, e dc é o diâmetro da coluna, também em mm. 

Então, conforme a equação (22), a coluna utilizada neste trabalho (seção 4.3) possui um volume 

morto calculado igual a 0,11 mL. 

A partir dessa estimativa é possível então calcular o tempo de gradiente necessário para 

que todos os analitos tenham um fator de retenção máximo próximo a 5, evitando uma análise 

excessivamente longa. A equação que nos dá tal estimativa é: 

 

 𝑡𝐺 =
23𝑉𝑚Δ𝜙

𝐹
 (23) 

 

onde Vm é o volume morto, Δϕ é o intervalo de variação da composição de fase móvel, em 

termos do solvente orgânico, e F é a vazão da fase móvel utilizada. Dessa forma, então, o tempo 

de gradiente ideal para se fazer uma primeira avaliação da separação cromatográfica é de 3 min, 

considerando uma variação da concentração de acetonitrila de 5 para 100%, a uma vazão de 

fase móvel igual a 0,8 mL min-1. 

Sob estas condições, utilizando ácido acético a uma concentração de 0,1% (v/v) como 

fase móvel A do gradiente de eluição, foi obtida a separação cromatográfica mostrada a seguir 

(Figura 22), onde o primeiro analito foi eluído a um tempo de retenção igual a 0,35 min e o 

último analito foi eluído a 3,03 min. 

 

Figura 22 – Separação cromatográfica obtida inicialmente para avaliação da necessidade de se utilizar uma eluição 

por gradiente (TIC SRM). Fase móvel composta por ácido acético 0,1% (v/v) e acetonitrila, a uma vazão de 0,8 

mL min-1 e a uma temperatura de 40 °C. Coluna Zorbax SB-C18, Rapid Resolution HD, 2,1 × 50 mm, 1,8 μm 

(Agilent). 

 

 
Fonte: Do autor. 
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Δtr é a diferença entre os tempos de retenção do primeiro e último picos cromatográficos. 

Através dos dados experimentais obtidos incialmente, a razão calculada foi de 0,89, indicando 

claramente a necessidade da utilização de um gradiente de eluição para obtenção de uma 

separação cromatográfica adequada. 

As informações qualitativas obtidas a partir desse primeiro experimento também 

indicam três diferentes problemas: primeiro, um dos analitos é eluído em um tempo de análise 

muito curto; segundo, há um grupo de três picos que são eluídos tardiamente; e, por fim, há um 

grande bloco de analitos que eluem em um intervalo de tempo bastante restrito. Os três fatores 

juntos são o suficiente para caracterizar uma separação como complexa, visto os diferentes 

comportamentos de interação entre todos os 24 analitos e a coluna cromatográfica. 

Na sequência se procedeu à otimização do fator de retenção dos analitos, onde a 

composição inicial da fase móvel foi testada frente à diferentes proporções de AcOH 0,1% (v/v) 

e ACN. Foram testados gradientes de eluição com tG igual a 3 min, os quais foram iniciados 

com 10 e 15% de ACN compondo a fase móvel e concluídos a uma concentração de ACN igual 

a 100%, mantendo sempre a vazão de fase móvel igual a 0,8 mL min-1. A Figura 23 indica que 

houve uma condição mais favorável de eluição dos 24 analitos quando a composição da fase 

móvel inicial está entre 5 e 10% de ACN. 

Uma sequência de análises permitiu otimizar a concentração inicial de ACN que 

compõe o gradiente de eluição. Foram testados os valores de 6, 7, 8, e 9% (v/v), sendo que a 

concentração inicial de 8% de ACN (v/v) foi a que melhor permitiu uma separação dos analitos 

que compunham o início do cromatograma, ainda permitindo um leve atraso na eluição do 

primeiro analito. Como o uso de concentrações de ACN inferiores a 8% (v/v) afetaram a 

separação de outros analitos ao longo do gradiente de eluição, optou-se por manter uma etapa 

isocrática inicial para permitir uma maior separação entre os picos iniciais. Tendo em vista que 

o tempo de atraso entre o início do gradiente de eluição e a sua chegada à coluna cromatográfica 

(gradient delay) é de 2 min para o sistema cromatográfico utilizado, o tempo adotado para esta 

etapa isocrática foi de apenas 0,1 min no programa de eluição. No entanto, pode-se dizer que, 

embora virtualmente, a condição isocrática perdura por cerca de 2 min ao longo da separação 

cromatográfica. 

Dando prosseguimento à otimização da separação o tempo de gradiente foi variado, a 

fim de modificar os fatores de separação dos diversos analitos. Mantendo-se a condição 

isocrática inicial, foram testados os tempos de gradiente igual a 3, 9, 10, 14 e 16 min (Figura 

24). Em todos os casos citados, a composição de acetonitrila variou de 8 a 100% (v/v) no 

intervalo de tempo considerado. A última das condições avaliadas (tG igual a 16 min) teve 
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melhor desempenho quanto à separação dos analitos comparada às demais. Entretanto, foi 

percebido que os analitos eram eluídos muito antes da finalização do programa de eluição. 

Dessa forma, a parte final da eluição foi otimizada, interrompendo-se o programa de eluição 

em 8 min, a uma concentração de acetonitrila igual a 54%, sem prejuízos à separação (Figura 

25). 

 

Figura 23 – Otimização da parte inicial do programa de eluição por gradiente (TIC SRM). De cima para baixo: 

concentração inicial de acetonitrila igual a 5, 10 e 15% (v/v). Fase móvel composta por ácido acético 0,1% (v/v) e 

acetonitrila, a uma vazão de 0,8 mL min-1 e a uma temperatura de 40 °C. Coluna Zorbax SB-C18, Rapid Resolution 

HD, 2,1 × 50 mm, 1,8 μm (Agilent). 

 

 

Fonte: Do autor. 
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Figura 24 – Otimização do tempo de gradiente (TIC SRM). De cima para baixo: tempo de gradiente igual a 3, 9, 

10, 14 e 16 min. Fase móvel composta por ácido acético 0,1% (v/v) e acetonitrila, a uma vazão de 0,8 mL min-1 e 

a uma temperatura de 40 °C. Coluna Zorbax SB-C18, Rapid Resolution HD, 2,1 × 50 mm, 1,8 μm (Agilent). 

 

Fonte: Do autor. 
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Figura 25 – Otimização da parte final do programa de eluição por gradiente (TIC SRM). Fase móvel composta por 

ácido acético 0,1% (v/v) e acetonitrila, a uma vazão de 0,8 mL min-1 e a uma temperatura de 40 °C. Coluna Zorbax 

SB-C18, Rapid Resolution HD, 2,1 × 50 mm, 1,8 μm (Agilent). 

 

Fonte: Do autor. 

 

Para avaliar uma possível mudança na seletividade da coluna cromatográfica, variou-se 

a temperatura de separação em 10 °C (de 40 para 50 °C). A nova condição avaliada modificou 

o tempo de retenção de alguns analitos, porém, não demonstrou possíveis melhoras na resolução 

entre os picos obtidos (Figura 26). Dessa forma, optou-se por manter a temperatura de separação 

em 40 °C. Uma temperatura menor não foi avaliada por causar aumento da viscosidade da fase 

móvel e consequente aumento da pressão de operação do sistema cromatográfico. 

 

Figura 26 – Otimização da temperatura de separação. De cima para baixo: temperatura de separação igual a 40 e 

50 °C. Fase móvel composta por ácido acético 0,1% (v/v) e acetonitrila, a uma vazão de 0,8 mL min-1. Coluna 

Zorbax SB-C18, Rapid Resolution HD, 2,1 × 50 mm, 1,8 μm (Agilent). 

 

Fonte: Do autor. 
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Uma vez definidas as condições iniciais e finais do programa de eluição por gradiente, 

foram otimizadas as etapas intermediárias da eluição. Para favorecer a separação dos analitos 

que eluíam mais rapidamente, a inclinação inicial da rampa de gradiente foi diminuída, de forma 

a aumentar os fatores de retenção destes analitos. Por conseguinte, a inclinação da rampa de 

gradiente para os últimos analitos do cromatograma foi aumentada, acelerando a eluição de 

todos os analitos e encurtando o tempo de análise cromatográfica. A melhor condição foi obtida 

em uma separação de 7,00 min, utilizando um gradiente de separação em etapas lineares no 

qual a concentração de acetonitrila variou desde 8% até 54%, com uma mudança de inclinação 

na rampa de gradiente em 3,45 min (o programa completo de eluição por gradiente está descrito 

na seção 4.3, página 61). Nestas condições, entretanto, coeluições completas ocorreram entre 

ácido clorogênico/(+)-catequina e ácido vanílico/ácido cafeico, não ocorrendo interferências 

isobáricas nestes casos. A Figura 27 mostra um cromatograma obtido após a otimização da 

separação dos 24 analitos estudados. 

 

Figura 27 – Cromatograma otimizado obtido da análise dos 24 analitos abordados por este estudo no modo de 

monitoramento de reações selecionadas (EIC SRM). (A) ácido gálico, (B) ácido clorogênico, (C) (+)-catequina, 

(D) ácido vanílico, (E) ácido cafeico, (F) 6-hidroxicumarina, (G) ácido p-cumárico, (H) ácido ferúlico, (I) rutina, 

(J) 4-hidroxicumarina, (K) ácido rosmarínico, (L) quercitrina, (M) miricetina, (N) fisetina, (O) resveratrol, (P) 3-

acetilcumarina, (Q) ácido trans-cinâmico, (R) quercetina, (S) luteolina, (T) apigenina, (U) canferol, (V) 3,6-

dihidroxiflavona, (W) crisina e (X) galangina. 

 

 

Fonte: Do autor. 
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Por fim, foi determinado experimentalmente que o tempo de equilíbrio da coluna 

cromatográfica necessário para realização de análises em sequência era de 4 min. Tal valor foi 

definido com base no restabelecimento integral da pressão inicial de operação do sistema. 

 

 

5.4 OTIMIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES DE INJEÇÃO, IONIZAÇÃO POR ELETROSPRAY 

E DE DETECÇÃO 

 

Após o método de separação ter sido desenvolvido demandando esforços apenas às 

otimizações de eficiência cromatográfica, retenção e separação, foi realizada a otimização de 

determinados parâmetros experimentais que não afetam diretamente o resultado da separação 

cromatográfica. Dentre tais parâmetros podemos citar o volume de injeção, as condições de 

operação da fonte de ionização e a velocidade de leitura do espectrômetro de massas. 

Embora conceitualmente a fonte de ionização por eletrospray seja uma fonte sensível à 

concentração e não à massa, otimizou-se o volume de injeção. Foram avaliados volumes de 1 a 

5 µL, variando-se de 1 em 1 µL. Como pode ser observado na Figura 28, ocorre um aumento 

da área dos picos cromatográficos à medida em que se aumenta o volume de injeção, sendo que 

foi considerado como ótimo o volume de 5 µL face à sua maior resposta comparado aos outros 

valores avaliados. Volumes maiores que 5 µL não foram testados por se tratarem de volumes 

que podem começar a trazer prejuízos quanto à forma dos picos, devido à sobrecarga da coluna 

cromatográfica, conforme já abordado na seção 2.5. 

Os parâmetros da fonte de ionização também foram otimizados. Dado que a eficiência 

da ionização é fortemente afetada pela composição da fase móvel, é fundamental que a 

otimização dos parâmetros operacionais da fonte de ionização seja realizada após o método de 

separação estar otimizado. Quando se utiliza uma eluição por gradiente tal cuidado torna-se 

ainda mais crítico, visto que a composição da fase móvel se altera ao longo do tempo. 

Embora usualmente a maioria dos parâmetros da fonte de ionização por eletrospray seja 

mantido de forma constante ao longo de toda análise cromatográfica, é importantíssimo fazer 

uma análise de otimização nas condições reais de separação e, ademais, englobando todos os 

analitos. A otimização, então, deve ser entendida como uma situação de compromisso entre 

todos os analitos, e não necessariamente como a melhor condição para cada um deles. As 

figuras a seguir mostram o comportamento dos 24 analitos em solução analítica frente à 

variação da vazão e temperatura do gás de secagem, da pressão do nebulizador e da voltagem 

do capilar de eletrospray. As condições finais e otimizadas foram descritas na seção 4.3 (vazão 
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e temperatura do gás de secagem igual a 11 L/min e 250 °C; pressão do nebulizador igual a 30 

psi e voltagem do capilar igual a ± 2,4 kV). 

 

Figura 28 – Otimização do volume de injeção. 

 

Fonte: Do autor. 

 

Figura 29 – Otimização da vazão do gás de secagem da fonte de eletrospray. 

 

Fonte: Do autor. 
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Figura 30 – Otimização da temperatura do gás de secagem da fonte de eletrospray. 

 

Fonte: Do autor. 

 

 

Figura 31 – Otimização da pressão do nebulizador da fonte de eletrospray. 

 

Fonte: Do autor. 
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Figura 32 – Otimização da voltagem do capilar da fonte de eletrospray.  

 

Fonte: Do autor. 

 

A velocidade de leitura do espectrômetro de massas também é um importante fator a ser 

otimizado, principalmente quando um número grande de transições é monitorado 

simultaneamente. Uma vez que seja dedicado um tempo de leitura muito grande para cada 

transição de massas, certos picos cromatográficos extremamente finos poderiam passar 

despercebidos pelo espectrômetro de massas até que o ciclo de leitura de transições fosse 

finalizado. Nesse âmbito, é importante confirmar que cada pico cromatográfico possua entre 8 

e 12 pontos de leitura, como mínimo. Dessa forma, se garante um pico bem definido e sem 

perda de informações. 

Por outro lado, se o tempo de leitura dedicado à cada transição for demasiadamente 

pequeno, a intensidade final dos picos cromatográficos poderá ser drasticamente reduzida, visto 

que apenas uma parcela dos íons gerados é separada pelos analisadores e finalmente detectada. 

A Figura 33 mostra a otimização do tempo de leitura para todos os 24 analitos estudados. 

Assumiu-se como ótimo o tempo de leitura igual a 20 ms. Embora a área dos picos fosse 

relativamente superior com um tempo de leitura de 30 ms, os picos obtidos nessa condição 

possuíam no máximo 9 pontos de leitura cada. 
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Figura 33 – Otimização do tempo de leitura de cada transição de massa pelo espectrômetro de massas. 

 

Fonte: Do autor. 

 

 

5.5 SUPRESSÃO IÔNICA POR COELUIÇÃO DE ANALITOS 

 

Em métodos de separação que abrangem classes distintas de analitos em uma mesma 

análise, a resolução de possíveis coeluições é condicionada à escolha de parâmetros 

experimentais otimizados que, muitas vezes, são eleitos em detrimento a uma ou a outra classe 

de analitos. Cria-se uma situação de perda e ganho que deve ser rigorosamente administrada, 

visto que como consequência pode-se ter uma coeluição parcial ou total entre alguns analitos. 

Entretanto, em métodos que utilizam a cromatografia de líquidos acoplada à espectrometria de 

massas este fato pode não se caracterizar como um problema grave, já que a espectrometria de 

massas confere um alto grau de seletividade às análises, podendo resolver os casos de coeluição. 

Embora a espectrometria de massas confira uma maior seletividade às análises, a 

coeluição em análises por LC-MS pode apresentar um comportamento totalmente anômalo 

quando comparado a outros métodos de detecção. Um exemplo pode ser facilmente traçado 

para uma análise levada a cabo por HPLC/UV-Vis, na qual a área dos picos coeluídos é muito 

próxima à soma das áreas destes mesmos picos analisados isoladamente, para um mesmo 

comprimento de onda. No caso de análises por LC-MS, as áreas dos picos obtidos 
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individualmente podem não ser iguais às áreas destes picos quando determinadas em uma 

situação de coeluição. Este fenômeno é conhecido como efeito de supressão iônica de analitos 

coeluídos (REMANE et al., 2010). 

A Tabela 8 apresenta os resultados do estudo de supressão ou enriquecimento iônicos 

feitos neste trabalho para os analitos que coeluem total ou parcialmente no método de separação 

desenvolvido. É possível observar que, salvo uma exceção, em todos os casos em que ocorreram 

coeluição os sinais foram influenciados por um efeito de enriquecimento iônico. Em outras 

palavras, em quase nenhum dos casos estudados a coeluição afeta a detectabilidade dos analitos, 

pelo contrário, alguns deles têm seus sinais aumentados na ordem de 90%. 

 

Tabela 8 – Supressão ou enriquecimento iônicos medidos em pares de analitos coeluídos. O desvio padrão relativo 

(n=3, %) é dado entre parênteses. 

 

Par de analitos coeluídos Analito A influenciado pelo B Analito B influenciado pelo A 

Analito A Analito B Média (%) Média (%) 

Ácido clorogênico (+)-catequina 97,5 (22) -2,5 (26) 

Ácido vanílico Ácido cafeico 3,8 (50) 7,0 (37) 

Ácido rosmarínico Quercitrina 40,4 (16) 18,3 (5) 

Quercitrina Miricetina 18,3 (5) 31,9 (36) 

Fisetina Resveratrol 59,2 (21) 6,1 (13) 

Quercetina Luteolina 56,0 (4) 20,9 (2) 

Apigenina Canferol 16,6 (1) 49,9 (2) 

Crisina Galangina 92,4 (1) 45,7 (4) 

Fonte: FACCIN et al. (2016). Reprodução autorizada pela editora Elsevier através da licença número 

3905491320418. 

 

Sabe-se que tal fenômeno é fruto de efeitos sinérgicos que atuam sobre o mecanismo de 

ionização, tais como alterações na viscosidade e tensão superficial das gotas, além de variações 

do eluato quanto à sua afinidade por cargas elétricas (GOSETTI et al., 2010). Tendo em vista 

que este estudo de supressão iônica causada pela coeluição de analitos foi realizado usando 

soluções analíticas, foi, então, eliminada a influência de qualquer componente de matriz nos 

resultados obtidos. Dessa forma, a coeluição de dois ou mais analitos com caráter ácido pode 

favorecer um maior acúmulo de cargas negativas na extremidade do capilar, região também 

denominada como cone de Taylor. Este maior acúmulo de cargas também ocorre nas gotas 

geradas durante a ionização por eletrospray, as quais são constituídas por acetonitrila, água, 

ácido acético e os analitos coeluídos. À medida em que tais gotas secam, as forças repulsivas 

entre os ânions superam a tensão superficial das gotas, levando ao chamado limite de Rayleigh. 

Com um maior número de cargas nas gotas, o limite de Rayleigh pode ser alcançado mais 

rapidamente, aumentando a eficiência global da ionização. 
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Porém, em estudos de quantificação utilizando padrão interno, tal efeito de supressão 

por coeluição de analitos pode ser bastante prejudicial. Se a influência dos analitos coeluídos 

sobre as áreas de seus próprios sinais for variável conforme seus níveis de concentração na 

amostra, alterações na razão entre as áreas de analito/padrão interno serão percebidas, podendo 

resultar em falsos positivos ou falsos negativos na quantificação. 

 

 

5.6 DESENVOLVIMENTO DE MÉTODO PARA PREPARO DE AMOSTRAS POR 

EXTRAÇÃO EM FASE SÓLIDA 

 

Todas as amostras de plantas utilizadas neste trabalho foram pré-tratadas por extração 

em fase sólida, com a finalidade única de redução da influência de espécies interferentes na 

ionização de analitos e de proteção da coluna cromatográfica contra interações irreversíveis. O 

método utilizado descrito na seção 4.2 foi adaptado do método previamente desenvolvido por 

LIMA (2013). 

Do método original, o ácido clorídrico utilizado para acidificar os solventes utilizados 

foi substituído por ácido acético a uma concentração final igual a 0,1% (v/v), visando a 

compatibilidade com o sistema de espectrometria de massas. A etapa de lavagem com água 

acidificada foi mantida, a fim de evitar com que os analitos fossem eluídos devido à maior força 

eluotrópica de misturas com solventes orgânicos. Também foi mantido o metanol como 

solvente de eluição na SPE, uma vez que o método cromatográfico adotado para análise das 

amostras de plantas utiliza acetonitrila como fase móvel final do gradiente de eluição. Sendo o 

metanol de força eluotrópica menor que a acetonitrila, evita-se que sejam eluídos compostos 

retidos no cartucho de SPE que poderiam ficar posteriormente retidos de maneira irreversível 

na coluna cromatográfica. 

O procedimento de extração em fase sólida então modificado foi avaliado quanto à 

recuperação dos analitos através de duas diferentes abordagens. Em um primeiro momento foi 

analisada uma solução analítica dos 24 analitos que compreendem este trabalho sem pré-

tratamento com SPE, sendo que as áreas dos picos cromatográficos resultantes foram 

comparadas com as áreas obtidas na análise da mesma solução analítica após a aplicação do 

método de extração em fase sólida desenvolvido. Em uma segunda etapa, a recuperação do 

método de SPE foi avaliada por meio da análise de um extrato de Cecropia obtusa, o qual sofreu 

pré-tratamento com SPE e posteriormente foi fortificado com uma solução analítica dos 24 

analitos. As áreas dos picos cromatográficos obtidos com a análise cromatográfica de tal 
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amostra foram comparadas com as áreas obtidas da análise do mesmo extrato fortificado com 

os analitos previamente ao pré-tratamento com SPE. Os resultados destes experimentos são 

mostrados na Figura 34. 

 

Figura 34 – Avaliação das recuperações de analitos obtidas pelo procedimento de extração em fase sólida. 

 

 

Fonte: Do autor. 

 

Da análise da Figura 34 é possível observar que para a maioria dos analitos foram 

obtidas recuperações satisfatórias, variando entre 80 e 120%. Para o analito ácido gálico uma 

recuperação extremamente baixa foi obtida tanto para soluções analíticas como para a análise 

da amostra real. Tal fato é explicado devido à alta polaridade deste analito e à sua consequente 

baixa retenção no sorvente da SPE composto por C18. Também foram obtidas baixas 

recuperações para os últimos analitos relatados no gráfico, quando feita a determinação em 

amostra real. Estes analitos são também os últimos a serem eluídos da coluna cromatográfica 

utilizando o método de separação desenvolvido. Entende-se, portanto, que outros componentes 

endógenos à matriz avaliada retardaram a eluição destes últimos analitos do cartucho de SPE 

quando comparado à determinação utilizando apenas soluções analíticas. Entretanto, por se 

tratar de um método de análise de compostos de múltiplas classes, assumiu-se uma situação de 

compromisso entre um volume de eluição adequado que evitasse com que interferentes 

indesejados de menor polaridade fossem também eluídos. 
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5.7 SUPRESSÃO IÔNICA PELO EFEITO DE MATRIZ 

 

A causa mais frequentemente avaliada de supressão iônica em análises por LC-MS é a 

oriunda de efeitos causados por componentes endógenos das matrizes, sendo esta chamada de 

supressão iônica pelo efeito de matriz. Sua causa está centrada principalmente no fato de que 

alguns componentes da matriz possuem maior ou menor afinidade por cargas durante a 

ionização, podendo interferir no mecanismo de ionização dos analitos pela fonte ESI. 

Perfis da supressão iônica nos extratos tratados com SPE das seis plantas em estudo 

foram registrados a partir dos cromatogramas de íon totais obtidos conforme descrito no item 

4.4.6. A análise do comportamento de tais perfis em cada uma das matrizes, e sua comparação 

com a referência de fase móvel, permite fazer uma ótima avaliação qualitativa dos efeitos de 

supressão iônica ao longo da análise cromatográfica. Por exemplo, é possível observar pela 

Figura 35 que não há nenhuma grande zona de supressão iônica identificada nos 

cromatogramas, para todas as matrizes avaliadas, de forma que comprometa o método como 

um todo. Os casos existentes observados são de supressões pontuais, muito provavelmente 

causadas por compostos específicos eluídos no decorrer da análise cromatográfica dos extratos 

de plantas. 

É importante salientar que na análise qualitativa, a presença prévia de analitos nas 

matrizes pode originar um falso efeito de enriquecimento iônico, como observado 

principalmente na Figura 35 B e na Figura 35 C. Quando detectados, tais comportamentos 

devem ser desconsiderados desta análise, uma vez que são inconclusivos visto a 

impossibilidade de se encontrar amostras brancas das espécies estudadas para a determinação 

de compostos fenólicos. 

Entretanto, na análise quantitativa (Figura 36) o conteúdo prévio de analitos nas 

matrizes é incluído no cálculo da supressão por efeito de matriz. Desta forma, é possível notar 

a influência deste fenômeno para cada analito em todas as plantas medicinais avaliadas. São 

observadas supressões iônicas tão intensas quanto 60% bem como efeitos de enriquecimento 

iônico maiores que 70%. De forma generalizada, observou-se que a maior parte dos analitos 

apresenta comportamento semelhante entre as diferentes matrizes quanto à supressão iônica. 

Exceções a tal afirmação podem ser observadas para ácido gálico, ácido clorogênico, 

quercitrina, miricetina e quercetina, os quais demostraram comportamentos totalmente 

diferentes quando comparados entre as matrizes determinadas. Ademais, para duas plantas de 

mesma espécie, porém de diferentes variedades, observou-se uma sintonia entre o 
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comportamento dos analitos nas duas matrizes quanto à supressão iônica. O mesmo não se pode 

afirmar com tamanha precisão para as duas plantas de mesmo gênero abrangidas pelo estudo. 

 

Figura 35 – (A) Perfis de supressão iônica qualitativa obtidos por infusão dos compostos fenólicos depois da 

injeção de fase móvel (branco) e depois da injeção de extratos de plantas pré-tratados e não-fortificados. (B-G) 

Perfis do efeito de matiz calculado a partir dos perfis de infusão de cada matriz com relação ao branco. (B) 

Cecropia palmata, (C) Bauhinia variegata var. variegata, (D) Cecropia obtusa, (E) Bauhinia variegata var. 

alboflava, (F) Mansoa alliacea e (G) Connarus perrottetii. 

 

 

Fonte: FACCIN et al. (2016). Reprodução autorizada pela editora Elsevier através da licença número 

3905491320418.
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Figura 36 – Resultados quantitativos para supressão ou enriquecimento iônicos para todos os analitos em todas as matrizes avaliadas. 

 

 

 

 

Fonte: FACCIN et al. (2016). Reprodução autorizada pela editora Elsevier através da licença número 3905491320418. 
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É importante ressaltar que os efeitos de supressão e enriquecimento iônicos 

demonstrados pela Figura 36 foram observados após o tratamento das amostras com SPE, a 

qual é um dos métodos de clean-up mais recomendados para eliminação de interferentes 

presentes em matrizes para posterior análise por métodos de separação (GOSETTI et al., 2010; 

FUREY et al., 2013). 

 

 

5.8 SUPRESSÃO IÔNICA POR COMPETIÇÃO DURANTE A IONIZAÇÃO 

 

A competição é outro fenômeno muito bem conhecido que ocorre durante o mecanismo 

de ionização por ESI. Estudos indicam que uma concentração de íons próxima a 10-5 M 

constitua um limite superior para que uma ionização por eletrospray seja efetiva (KEBARLE e 

TANG, 1993). Para que ocorra supressão iônica advinda deste fenômeno, basta que as matrizes 

possuam compostos endógenos presentes em altas concentrações e que sejam facilmente 

ionizados por ESI. Desta maneira, uma vez que grande número de tais compostos coelua na 

análise cromatográfica por LC-MS, rapidamente ocorrerá um evento de supressão iônica 

(FUREY et al., 2013). 

A fim de avaliar a ocorrência de supressão iônica por competição nas matrizes 

analisadas pelo método de separação desenvolvido, realizou-se um estudo utilizando os extratos 

tratados por SPE adicionados de padrões dos compostos fenólicos. Vários fatores de diluição 

destes extratos foram analisados por LC-MS. Uma vez que não haja ocorrência de supressão 

iônica por competição, as áreas dos picos cromatográficos multiplicadas pelos respectivos 

fatores de diluição fornecem um valor constante, considerando os erros experimentais 

(MIRNAGHI et al., 2013). Adicionalmente, considerando que o número de íons produzidos por 

unidade de tempo é aproximadamente constante, a diluição dos extratos proporciona uma 

diminuição da competição por cargas elétricas durante a ionização, e uma consequente redução 

dos efeitos de supressão iônica causados por tal mecanismo. 

A Figura 37 mostra os resultados observados para este estudo, onde as diferentes regiões 

do gráfico mostram as áreas dos picos cromatográficos normalizadas e multiplicadas pelo fator 

de diluição. Nenhum efeito de supressão por competição é observado nas regiões pretas dos 

gráficos. Por sua vez, as regiões mais claras podem indicar tais efeitos. 
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Figura 37 – Resultados de supressão iônica por competição. O eixo horizontal representa o fator de diluição do 

extrato e o eixo vertical representa os analitos. A superfície representa a área dos picos normalizada e multiplicada 

pelo fator de diluição, conforme legenda. As matrizes avaliadas foram (A) Cecropia palmata, (B) Bauhinia 

variegata var. variegata, (C) Cecropia obtusa, (D) Bauhinia variegata var. alboflava, (E) Mansoa alliacea e (F) 

Connarus perrottetii. 

 

 

Fonte: FACCIN et al. (2016). Reprodução autorizada pela editora Elsevier através da licença número 

3905491320418. 
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Se a área clara do gráfico se origina de um fator de diluição menor em direção a um 

maior, observa-se a ocorrência do fenômeno de supressão iônica por competição. Em outras 

palavras, à medida em que se aplicam maiores diluições, as respostas dos analitos acabam sendo 

relativamente mais intensas do que quando aplicadas diluições menores. Isto é o evidenciado 

para rutina e 3-acetilcumarina em todas as matrizes analisadas. Tal efeito também pode ser 

observado para quercitrina, como evidenciado na Figura 37 A, B, C e D, e para (+)-catequina 

(Figura 37A) e canferol (Figura 37E). As diferenças de comportamento observadas 

principalmente na Figura 37 E e F, frente às outras figuras, indicam uma possível forte relação 

entre analitos e matrizes no que diz respeito à supressão iônica diferencial. Por outro lado, se 

uma região clara se origina de um fator de diluição maior em direção a um fator de diluição 

menor, isto não significa consequências de uma competição iônica, e sim de uma proximidade 

da concentração dos analitos aos respectivos limites de detecção. Este comportamento é 

observado em todas as matrizes para os analitos ácido clorogênico, ácido rosmarínico e 

miricetina. 

Da análise dos gráficos também é possível inferir um fator de diluição para o qual pode-

se minimizar os efeitos de supressão iônica por competição sem que se comprometa a detecção 

de compostos fenólicos. Neste estudo, então, como sendo o ideal para otimizar os efeitos de 

supressão observados, passou-se a assumir um fator de diluição para os extratos obtidos por 

SPE igual a 10 vezes. 

 

 

5.9 SUPRESSÃO IÔNICA DIFERENCIAL 

 

O uso de padrões internos nas análises por LC-MS é bastante difundido. Eles são tidos 

como uma das principais formas de compensação dos efeitos de supressão iônica, já que 

respondem à ionização de forma muito semelhante aos analitos. Entretanto, dependendo da 

região do cromatograma em que tais padrões internos são eluídos, estes podem coeluir com 

componentes da matriz diferentes daqueles que coeluem com os analitos. Esta situação gera 

diferentes condições para a ionização de padrões internos e de analitos em uma mesma análise 

cromatográfica, podendo causar o que se chama de supressão diferencial. 

A fim de avaliar o efeito diferencial existente nas espécies de plantas estudadas por este 

trabalho, foi realizado um ensaio específico utilizando 2-naftol como padrão interno para a 

análise de compostos fenólicos em plantas, o qual já teve seu uso relatado na literatura 

(ESMAEILI et al., 2011). Uma vez não havendo supressão diferencial, a razão entre as áreas 
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dos picos de analitos e padrão interno deve ser aproximadamente a mesma quando comparadas 

análises em matrizes e em soluções controle. 

Como pode ser observado na Figura 38, o padrão interno estudado apresentou 

comportamento variável em cada matriz analisada. Para ácido gálico, ácido cafeico, ácido 

rosmarínico, miricetina, ácido clorogênico, luteolina e quercetina a razão entre as áreas 

analito/padrão interno é no mínimo 30% maior quando medida nas matrizes, se comparada a 

medidas feitas em uma solução analítica em MeOH/CH3COOH 0,2% (v/v). A situação inversa 

é observada para o ácido vanílico, onde na análise das matrizes a razão entre as áreas de analito 

e padrão interno chega a ser 28% menor do que em soluções analíticas. 

 

Figura 38 – Resultados de supressão iônica diferencial para 2-naftol como um potencial padrão interno. As razões 

entre as áreas dos picos dos analitos e do padrão interno foram normalizadas com relação a uma solução analítica 

dos analitos em MeOH/CH3COOH 0,2% (1:1, v/v), a qual é representada por (1). A zona cinza indica o intervalo 

de ±15% do valor obtido para a solução controle. As matrizes avaliadas foram (2) Cecropia palmata, (3) Bauhinia 

variegata var. variegata, (4) Cecropia obtusa, (5) Bauhinia variegata var. alboflava, (6) Mansoa alliacea e (7) 

Connarus perrottetii. 

 

 

 

Fonte: FACCIN et al. (2016). Reprodução autorizada pela editora Elsevier através da licença número 

3905491320418. 
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Em estudos de quantificação sujeitos aos efeitos da supressão diferencial, a calibração 

com padrão interno pode trazer severos erros. Nos casos em que a razão entre os sinais de 

analitos e padrão interno aumenta em determinadas matrizes, resultados falsos positivos podem 

distorcer a realidade e levar a conclusões totalmente equivocadas (ANTIGNAC et al., 2005). A 

variabilidade de comportamento observada entre matrizes semelhantes (plantas de mesmo 

gênero ou até mesmo de mesma espécie) é outro ponto de atenção interessante, expandindo o 

argumento de ISMAIEL et al. (2008) também para a análise de extratos de plantas. Segundo 

ele, estudos de supressão iônica em uma única fonte biológica podem não ser suficientes para 

assegurar a validade do método em várias fontes de matrizes muito semelhantes. 

A extensão da supressão diferencial pode ser reduzida diminuindo-se o tempo de análise 

cromatográfica, proporcionando com que o padrão interno coelua com os analitos, como 

defende MORTIER et al. (2004). Ainda segundo ISMAIEL et al. (2008), foi observada uma 

correção das variações causadas pela supressão diferencial através do uso de padrões internos 

deuterados com estruturas moleculares idênticas a de analitos. Porém, estudos posteriores 

realizados por BERG e STRAND (2011) mostram que o uso de padrões internos marcados com 

13C compensam a supressão diferencial de forma mais eficiente em análises de UHPLC frente 

àqueles marcados com 2H. Entretanto, alguns estudos reportam que quando LC-ESI-MS é 

utilizada, os padrões marcados contribuem para a supressão iônica de analitos nativos presentes 

nas amostras (LIANG et al., 2003; SOJO, LUM e CHEE, 2003; GAY, NIEMANN e MUSSER, 

2006). 

A avaliação das diferentes causas de supressão iônica permite concluir que a adoção de 

uma única medida preventiva ou corretiva não é o suficiente para tornar um método utilizando 

LC-MS isento do fenômeno de supressão iônica. Neste estudo, não só as matrizes avaliadas 

contribuem para que a supressão iônica seja bastante intensa, como também a própria 

composição da fase móvel utilizada na separação e o fator de diluição utilizado para as amostras 

a serem determinadas por cromatografia líquida (medidas preventivas). Ademais, a utilização 

da extração em fase sólida como método de preparo de amostras tem um papel fundamental na 

redução de interferências causadas por determinadas classes de compostos, também se 

caracterizando por ser uma medida preventiva de supressão iônica. Como alternativa para 

contornar os efeitos indesejados de supressão iônica estaria o uso de padrões internos marcados 

para todos os 24 analitos estudados, uma vez que a utilização de um número reduzido de padrões 

internos associa um grande erro ao método devido à enorme variabilidade existente entre as 

amostras estudadas. Entretanto, o uso de marcados inviabilizaria economicamente a aplicação 

do método de análise, devido ao altíssimo custo de aquisição de tais substâncias. Por fim, como 
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medida corretiva à supressão iônica, cabe se utilizar do pequeno tempo de análise 

cromatográfica para empregar o método de adição de padrão como método de quantificação 

dos analitos avaliados nas amostras estudadas. 

 

 

5.10 VALIDAÇÃO DO MÉTODO DE ANÁLISE 

 

A performance do método desenvolvido foi avaliada pela determinação de parâmetros 

instrumentais, tais como limites de detecção e quantificação, linearidade, faixa dinâmica, 

repetibilidade, precisão intermediária, robustez e recuperação. Tais parâmetros foram avaliados 

de acordo com o exposto no item 4.4.10, sendo que os resultados referentes à detectabilidade e 

linearidade estão sumarizados na Tabela 9 e os resultados referentes à precisão e exatidão do 

método desenvolvido estão descritos na Tabela 10. 

Para o método desenvolvido, 19 dos 24 analitos contemplados por este trabalho 

apresentaram limites de detecção variando entre 0,5 e 8,4 μg L-1, com exceção de 6-

hidroxicumarina (14,0 μg L-1), ácido vanílico (15,1 μg L-1), 3-acetilcumarina (29,8 μg L-1), 

canferol (33,1 μg L-1) e miricetina (130,3 μg L-1). Portanto, o método proposto apresenta uma 

adequada detectabilidade, tendo em vista que as substâncias antioxidantes estudadas devem 

estar presentes em concentrações maiores que a nível de traço para que desempenhem uma 

atividade biológica significativa nas matrizes avaliadas. 

As curvas analíticas feitas para o estudo da faixa linear de aplicação do método 

mostraram uma linearidade satisfatória, com coeficientes de correlação (r) maiores que 0,99. A 

linearidade também foi avaliada e confirmada pelo gráfico traçado entre as áreas relativas (área 

do sinal/concentração analisada) e o logaritmo das concentrações correspondentes (Figura 39). 

Os valores das extremidades do gráfico que ultrapassaram a média dos resultados obtidos em 

±5% foram considerados como sendo não-lineares. 

Em termos de precisão, o método desenvolvido apresentou repetibilidade e precisão 

intermediária inferiores a 5% para os tempos de retenção de cada analito, conforme Decisão da 

Comissão das Comunidades Europeias que trata a respeito do desempenho de métodos 

analíticos (EC, 2002). O maior coeficiente de variação calculado para o tempo de retenção dos 

analitos estudados foi de 1,8% (para um tempo de retenção de 0,76 min). Já as áreas dos picos 

apresentaram uma repetibilidade que variou de 1,0 a 13,1% e uma precisão intermediária entre 

4,2 e 13,8%, enquadrando-se nos limites propostos pela ANVISA (2003). 
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Tabela 9 – Parâmetros de validação referentes à detectabilidade e linearidade instrumentais do método de UHPLC-

ESI-MS/MS desenvolvido. 

 

Analito 
ILOD 

(μg L-1) 

ILOQ 

(μg L-1) 

Faixa linear 

(μg L-1) 
r (n=3) Sensibilidade 

Ácido gálico 7,7 25,6 76,7 - 230,2 0,9953 3,7 

Ácido clorogênico 7,7 25,5 51,0 - 254,9 0,9968 3,0 

(+)-Catequina 7,5 25,1 100,2 - 250,4 0,9972 2,1 

Ácido vanílico 15,1 50,2 98,3 - 491,4 0,9976 2,1 

Ácido cafeico 3,8 12,8 38,3 - 127,7 0,9946 8,4 

6-Hidroxicumarina 14,0 46,5 42,0 - 420,0 0,9966 5,1 

Ácido p-cumárico 2,0 6,5 14,0 - 56,0 0,9977 17,8 

Ácido ferúlico 8,3 27,6 59,3 - 296,4 0,9990 4,5 

Rutina 3,7 12,5 12,5 - 112,2 0,9934 1,5 

4-Hidroxicumarina 1,9 6,2 13,3 - 66,6 0,9964 32,2 

Ácido rosmarínico 7,2 24,0 69,1 - 230,4 0,9937 1,3 

Quercitrina 0,5 1,7 3,8 - 19,2 0,9913 25,0 

Miricetina 130,3 434,3 1375,9 - 4586,3 0,9957 1,3 

Fisetina 7,7 25,7 51,3 - 256,3 0,9966 5,1 

Resveratrol 4,0 13,5 14,5 - 144,7 0,9981 3,9 

3-Acetilcumarina 29,8 99,3 381,3 - 762,6 0,9982 12,5 

Ácido trans-cinâmico 8,4 28,0 93,7 - 312,2 0,9940 6,1 

Quercetina 7,7 25,8 51,4 - 257,2 0,9963 8,2 

Luteolina 1,8 5,9 16,4 - 54,5 0,9974 14,9 

Apigenina 1,8 5,9 10,8 - 54,2 0,9974 15,2 

Canferol 33,1 110,3 118,6 - 1185,5 0,9959 0,7 

3,6-Diidroxiflavona 7,5 25,0 48,0 - 239,8 0,9957 4,0 

Crisina 4,1 13,6 14,6 - 145,7 0,9954 6,9 

Galangina 4,0 13,2 30,4 - 121,5 0,9949 2,2 

Fonte: Do autor. 
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Tabela 10 – Precisão e exatidão instrumentais do método de UHPLC-ESI-MS/MS desenvolvido. 

 

Analito 

Repetibilidade (n=5, RSD %)   Precisão intermediária (n=20, RSD %)   

Recuperação (%) 

(n=1, RSD %)† 
Área do pico cromatográfico  Tempo de retenção  Área do pico cromatográfico  Tempo de retenção  

Nível de concentração‡  Nível de concentração‡  Nível de concentração‡   Nível de concentração‡  

Baixo Intermediário Alto   Baixo Intermediário Alto   Intermediário   Intermediário   

Ácido gálico 1,1 3,3 1,0  0,0 0,0 0,0  10,7  1,7  94,8 − 109,8 (5,7) 

Ácido clorogênico 6,6 3,5 3,7  0,6 0,0 0,6  8,3  1,6  94,1 − 123,1 (12,7) 

(+)-Catequina 8,4 9,9 2,1  1,1 0,6 0,9  6,3  1,8  92,3 − 109,8 (6,5) 

Ácido vanílico 7,3 6,2 3,7  0,0 0,6 0,6  11,2  1,0  96,7 − 106,7 (3,6) 

Ácido cafeico 4,8 5,7 2,7  0,0 0,5 0,6  10,3  1,2  94,8 − 104,5 (3,6) 

6-Hidroxicumarina 5,1 3,9 5,6  0,3 0,3 0,5  7,8  1,2  99,2 − 103,7 (1,8) 

Ácido p-cumárico 1,2 6,6 5,7  0,3 0,3 0,6  7,6  1,2  96,4 − 106,4 (3,5) 

Ácido ferúlico 8,0 2,4 7,6  0,2 0,2 0,4  10,5  0,8  97,5 – 109,0 (4,0) 

Rutina 6,3 7,0 4,9  0,0 0,1 0,3  13,1  0,5  95,1 − 123,7 (9,4) 

4-Hidroxicumarina 2,5 4,2 6,1  0,2 0,2 0,2  8,5  0,5  97,0 − 103,6 (2,4) 

Ácido rosmarínico 4,1 3,4 9,7  0,1 0,2 0,2  6,3  0,3  95,2 − 107,7 (4,8) 

Quercitrina 3,2 2,1 5,8  0,1 0,1 0,2  4,2  0,5  92,3 − 123,8 (10) 

Miricetina 13,1 4,7 9,7  0,2 0,1 0,1  13,8  0,4  96,6 − 111,9 (5,6) 

Fisetina 10,8 7,2 5,4  0,1 0,1 0,1  8,2  0,4  93,7 − 103,6 (3,4) 

Resveratrol 5,1 6,1 6,3  0,1 0,1 0,3  6,7  0,5  92,3 − 106,9 (4,8) 

3-Acetilcumarina 3,6 3,2 4,4  0,1 0,1 0,2  6,4  0,5  100,5 − 108,9 (3,2) 

Ácido trans-cinâmico 4,0 4,9 2,9  0,1 0,1 0,2  9,7  0,5  96,6 − 101,2 (1,8) 

Quercetina 2,2 2,8 8,7  0,1 0,1 0,2  5,7  0,4  95,4 − 103,3 (2,8) 

Luteolina 2,1 5,7 8,4  0,1 0,1 0,2  6,9  0,5  93,5 − 105,3 (4,0) 

Apigenina 5,4 5,2 5,4  0,1 0,1 0,1  5,7  0,5  98,3 − 104,5 (2,1) 

Canferol 5,5 7,4 6,1  0,1 0,1 0,2  7,5  0,5  100,3 − 109,2 (2,8) 

3,6-Diidroxiflavona 3,3 3,4 9,0  0,0 0,1 0,2  8,2  0,4  97,7 − 101,5 (1,5) 

Crisina 5,8 4,1 4,0  0,1 0,1 0,1  7,0  0,4  99,1 – 105,0 (1,9) 

Galangina 2,5 4,5 4,6   0,1 0,1 0,2   7,2   0,3   91,7 − 109,9 (6,6) 
‡Nível de concentração baixo igual a 2 vezes o ILOQ de cada analito; nível intermediário igual a 5 vezes o ILOQ; e nível alto igual a 8 vezes o ILOQ. 
† O desvio padrão relativo é calculado entre as recuperações obtidas para uma replicata de cada uma das seis matrizes estudadas. 

Fonte: Do autor. 
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Figura 39 – Gráfico representando a avaliação da linearidade para a curva analítica de ácido ferúlico. 

 

Fonte: Do autor. 

 

Ensaios de recuperação foram realizados em seis diferentes matrizes a partir da 

fortificação dos extratos obtidos das plantas com os analitos abordados neste estudo. De 

maneira geral, as recuperações determinadas experimentalmente variaram entre 92-112%. As 

exceções são para rutina em Bauhinia variegata var. variegata (124%) e ácido clorogênico e 

quercitrina em Bauhinia variegata var. alboflava (123% e 124%, respectivamente). 

Por fim, a avaliação da robustez do método em LC-MS/MS foi avaliada pela abordagem 

de Youden, de acordo com o descrito no item 4.4.10.4. A análise dos resultados demonstrou 

que o método é robusto. Foi constatado que apenas dois analitos apresentaram uma alteração 

significativa (embora muito pequena) nos seus tempos de retenção quando foram submetidos a 

uma variação na vazão da fase móvel. Por sua vez, as áreas dos picos cromatográficos de dois 

analitos apresentaram leves variações com a mudança da vazão do gás de secagem da fonte de 

ionização. Para um total de quatro analitos, diferenças mais pronunciadas nas áreas de pico 

foram perceptíveis apenas com a mudança da composição da fase móvel. 

 

5.11 APLICAÇÃO DO MÉTODO NA ANÁLISE DE EXTRATOS DE PLANTAS 

MEDICINAIS 

 

O método desenvolvido foi aplicado em seis plantas medicinais (três diferentes coletas 

sazonais para cada planta) oriundas da região amazônica brasileira, tendo por objetivo a 

determinação e quantificação de alguns de seus constituintes fenólicos. Considerando que o uso 

tradicional das plantas estudadas se dá por meio do consumo de chás, foram feitas infusões dos 

materiais vegetais para elucidar alguns dos compostos potencialmente bioativos a serem 

extraídos desta maneira. Ademais, na hipótese de ser extraído maior número de compostos 

fenólicos, também foram feitos extratos etanólicos por maceração, conforme descrito na seção 

4.2. Uma vez que os extratos das plantas estudadas não são isentos de compostos fenólicos 

(indisponibilidade de amostras brancas) e que apresentaram consideráveis efeitos de supressão 
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iônica por UHPLC-ESI-MS/MS, as quantificações dos extratos analisados foram levadas a cabo 

pelo método de adição de padrão. 

Os resultados obtidos pelas determinações realizadas no modo de aquisição de dados 

por monitoramento de reações selecionadas (SRM) mostraram que todas as plantas medicinais, 

em pelo menos uma das coletas realizadas, apresentaram no mínimo 9 dos compostos fenólicos 

estudados, sendo rutina e os ácidos ferúlico, p-cumárico e vanílico os mais frequentemente 

encontrados. Importantes concentrações de rutina foram determinadas nas variedades de B. 

variegata (até 2,52 mg g-1 de planta), bem como de ácido clorogênico nas espécies do gênero 

Cecropia (até 0,57 mg g-1 de planta). Diferentemente das demais espécies estudadas, Connarus 

perrottetii var angustifolius apresentou uma grande concentração de catequina (chegando a 

1,77 mg g-1 de planta a partir da infusão). As informações detalhadas obtidas a partir das 

determinações e quantificações dos compostos fenólicos feitas nos 36 extratos vegetais estão 

sumarizadas desde a Tabela 11 até a Tabela 16. 

 

Tabela 11 – Concentrações dos compostos fenólicos em Cecropia palmata determinadas por UHPLC-ESI-MS/MS 

utilizando infusões e extratos etanólicos de três diferentes coletas. Os valores são dados em µg g-1 de planta, 

seguidos do desvio padrão para concentração (em µg g-1). 

Analito 

Cecropia palmata 

Infusão  Extrato etanólico 

1ª coleta 2ª coleta 3ª coleta  1ª coleta 2ª coleta 3ª coleta 

Ácido gálico - - -  - - - 

Ácido clorogênico 475,0 ± 16,6 359,1 ± 19,9 60,1 ± 1,2  240,2 ± 7,7 1,1 ± 0,03 49,7 ± 1,9 

(+)-catequina 24,0 ± 1,7 22,3 ± 0,9 3,7 ± 0,6  33,5 ± 2,5 0,3 ± 0,01 1,1 ± 0,2 

Ácido vanílico 11,2 ± 2,3 18,5 ± 0,3 10,2 ± 0,9  5,2 ± 2,0 0,3 ± 0,02 2,3 ± 0,4 

Ácido cafeico 23,0 ± 0,7 14,5 ± 0,7 19,8 ± 0,7  34,4 ± 3,1 1,9 ± 0,1 5,8 ± 0,3 

6-hidroxicumarina - - -  - - - 

Ácido p-cumárico 4,2 ± 0,4 3,6 ± 0,1 4,9 ± 0,2  17,5 ± 1,0 0,8 ± 0,02 0,9 ± 0,02 

Ácido ferúlico 3,4 ± 0,7 4,1 ± 0,6 2,2 ± 0,8  5,0 ± 1,0 0,3 ± 0,02 0,8 ± 0,1 

Rutina < ILOQ < ILOQ 1,0 ± 0,2  153,2 ± 7,3 < ILOQ < ILOQ 

4-hidroxicumarina - - -  - - - 

Ácido rosmarínico - - -  - - - 

Quercitrina 0,2 ± 0,1 - 0,1 ± 0,02  23,1 ± 1,1 - < ILOQ 

Miricetina - - -  - - - 

Fisetina - - -  - - - 

Resveratrol - - -  - - - 

3-acetilcumarina - - -  - - - 

Ácido trans-cinâmico 5,0 ± 0,8 2,5 ± 0,3 2,9 ± 0,4  1,3 ± 0,9 0,03 ± 0,01 0,5 ± 0,2 

Quercetina < ILOQ < ILOQ < ILOQ  42,8 ± 2,7 < ILOQ 0,4 ± 0,2 

Luteolina - - -  5,6 ± 0,4 0,02 ± 0,004 0,3 ± 0,04 

Apigenina - - -  24,4 ± 1,6 - - 

Canferol - - -  < ILOQ - - 

3,6-diidroxiflavona - - -  - - - 

Crisina - - -  < ILOQ - - 

Galangina - - -  - - - 

Fonte: Do autor. 
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Tabela 12 – Concentrações dos compostos fenólicos em Cecropia obtusa determinadas por UHPLC-ESI-MS/MS 

utilizando infusões e extratos etanólicos de três diferentes coletas. Os valores são dados em µg g-1 de planta, 

seguidos do desvio padrão para concentração (em µg g-1). 

 

Analito 

Cecropia obtusa 

Infusão  Extrato etanólico 

1ª coleta 2ª coleta 3ª coleta  1ª coleta 2ª coleta 3ª coleta 

Ácido gálico - - -  - < ILOQ - 

Ácido clorogênico 568,2 ± 26,6 287,5 ± 9,2 312,1 ± 8,6  455,8 ± 4,3 8,3 ± 0,3 21,6 ± 0,4 

(+)-catequina 66,9 ± 2,7 94,9 ± 4,7 16,1 ± 0,9  24,4 ± 1,7 4,2 ± 0,2 2,8 ± 0,1 

Ácido vanílico 10,3 ± 1,6 12,8 ± 1,8 4,2 ± 0,8  10,1 ± 2,1 1,3 ± 0,1 0,3 ± 0,1 

Ácido cafeico 31,9 ± 1,3 21,0 ± 1,3 6,2 ± 0,2  13,8 ± 1,9 4,9 ± 0,2 0,4 ± 0,03 

6-hidroxicumarina - - -  - - - 

Ácido p-cumárico 2,9 ± 0,2 2,3 ± 0,3 1,8 ± 0,1  1,3 ± 0,4 0,7 ± 0,01 0,1 ± 0,01 

Ácido ferúlico 3,2 ± 0,7 2,8 ± 0,6 2,3 ± 0,3  1,6 ± 0,5 0,3 ± 0,04 0,1 ± 0,03 

Rutina 38,0 ± 1,0 45,9 ± 2,0 75,7 ± 1,0  21,9 ± 2,6 1,6 ± 0,05 6,9 ± 0,1 

4-hidroxicumarina - - -  - - - 

Ácido rosmarínico - - -  - - - 

Quercitrina 3,6 ± 0,2 3,5 ± 0,2 -  4,4 ± 0,4 0,2 ± 0,01 < ILOQ 

Miricetina < ILOQ - -  38,2 ± 9,5 - - 

Fisetina - - -  - - - 

Resveratrol - - -  - - - 

3-acetilcumarina - - -  - - - 

Ácido trans-cinâmico 1,8 ± 0,6 4,1 ± 0,6 4,5 ± 0,5  0,5 ± 0,3 0,1 ± 0,02 0,3 ± 0,1 

Quercetina 2,5 ± 0,5 < ILOQ < ILOQ  32,5 ± 2,4 9,9 ± 0,3 < ILOQ 

Luteolina < ILOQ < ILOQ -  4,4 ± 0,7 0,7 ± 0,01 < ILOQ 

Apigenina - - -  15,3 ± 1,3 - - 

Canferol - - -  - 0,4 ± 0,1 - 

3,6-diidroxiflavona - - -  - - - 

Crisina - - -  - - - 

Galangina - - -   - - - 

Fonte: Do autor. 

 

 

Tabela 13 – Concentrações dos compostos fenólicos em Bauhinia variegata var. variegata determinadas por 

UHPLC-ESI-MS/MS utilizando infusões e extratos etanólicos de três diferentes coletas. Os valores são dados em 

µg g-1 de planta, seguidos do desvio padrão para concentração (em µg g-1). 

(continua) 

Analito 

Bauhinia variegata var. variegata 

Infusão  Extrato etanólico 

1ª coleta 2ª coleta 3ª coleta  1ª coleta 2ª coleta 3ª coleta 

Ácido gálico - < ILOQ < ILOQ  - - - 

Ácido clorogênico 79,6 ± 6,1 288,0 ± 8,3 384,9 ± 12,2  35,8 ± 2,3 29,4 ± 1,3 100,1 ± 2,2 

(+)-catequina 12,8 ± 0,9 56,3 ± 1,4 78,8 ± 2,8  6,8 ± 0,4 4,9 ± 0,3 14,6 ± 0,4 

Ácido vanílico 5,2 ± 0,7 9,5 ± 0,7 16,9 ± 0,8  1,6 ± 0,4 5,7 ± 0,1 3,8 ± 0,3 

Ácido cafeico 13,1 ± 1,0 34,3 ± 1,7 27,4 ± 1,7  7,7 ± 0,6 121,1 ± 2,8 22,9 ± 0,6 

6-hidroxicumarina - - -  - - - 

Ácido p-cumárico 10,3 ± 0,3 14,7 ± 0,4 19,8 ± 0,5  3,8 ± 0,1 18,4 ± 0,6 8,6 ± 0,2 

Ácido ferúlico 7,8 ± 0,9 13,0 ± 0,9 10,9 ± 0,6  2,5 ± 0,3 28,7 ± 0,5 6,9 ± 0,2 

Rutina 608,1 ± 32,3 351,1 ± 7,2 2517,3 ± 48,0  176,8 ± 4,3 129,9 ± 4,1 832,9 ± 1,4 

4-hidroxicumarina - - -  - - - 

Ácido rosmarínico - - -  - - - 

Quercitrina 24,5 ± 1,4 17,2 ± 0,9 158 ± 2,9  9,7 ± 0,5 3,9 ± 0,2 22 ± 0,1 
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(continuação) 

Analito 

Bauhinia variegata var. variegata 

Infusão  Extrato etanólico 

1ª coleta 2ª coleta 3ª coleta  1ª coleta 2ª coleta 3ª coleta 

Miricetina - - -  30,2 ± 5,6 - - 

Fisetina - - -  - 0,3 ± 0,1 - 

Resveratrol - - -  - - - 

3-acetilcumarina - - -  - - - 

Ácido trans-cinâmico 1,4 ± 0,3 1,8 ± 0,3 3,1 ± 0,6  0,4 ± 0,1 0,9 ± 0,1 0,8 ± 0,3 

Quercetina - < ILOQ < ILOQ  10,5 ± 0,6 99,8 ± 1,5 17,8 ± 0,5 

Luteolina - < ILOQ < ILOQ  0,8 ± 0,1 0,8 ± 0,1 4,6 ± 0,2 

Apigenina - - -  5,0 ± 0,4 < ILOQ < ILOQ 

Canferol - - -  0,3 ± 0,6 9,3 ± 1,6 - 

3,6-diidroxiflavona - - -  - - - 

Crisina - - -  < ILOQ < ILOQ - 

Galangina - - -   - - - 

Fonte: Do autor. 

 

 

Tabela 14 – Concentrações dos compostos fenólicos em Bauhinia variegata var. alboflava determinadas por 

UHPLC-ESI-MS/MS utilizando infusões e extratos etanólicos de três diferentes coletas. Os valores são dados em 

µg g-1 de planta, seguidos do desvio padrão para concentração (em µg g-1). 

 

Analito 

Bauhinia variegata var. alboflava 

Infusão  Extrato etanólico 

1ª coleta 2ª coleta 3ª coleta  1ª coleta 2ª coleta 3ª coleta 

Ácido gálico - - < ILOQ  - - - 

Ácido clorogênico 226,7 ± 6,2 349,7 ± 13 371,5 ± 15,8  27,5 ± 2,5 31,4 ± 1,1 81,3 ± 1,2 

(+)-catequina 81,5 ± 4,6 123,1 ± 5,7 88,8 ± 3,6  8,6 ± 1,3 8,0 ± 0,1 23,0 ± 0,4 

Ácido vanílico 8,3 ± 1,6 7,0 ± 1,4 16,0 ± 0,5  < ILOQ 3,0 ± 0,3 5,6 ± 0,5 

Ácido cafeico 33,5 ± 2,4 48,7 ± 2,3 31,8 ± 1,1  8,3 ± 1,1 39,3 ± 0,8 21,9 ± 0,5 

6-hidroxicumarina - - -  - - - 

Ácido p-cumárico 19,2 ± 0,6 27,3 ± 1,2 19,3 ± 0,3  4,8 ± 0,4 10,5 ± 0,2 13,4 ± 0,2 

Ácido ferúlico 12,2 ± 1,0 10,1 ± 0,9 13,5 ± 0,4  2,1 ± 0,9 9,3 ± 0,2 6,2 ± 0,3 

Rutina 746,2 ± 31,3 
2182,2 ± 

29,2 

1720,8 ± 

40,3 
 67,0 ± 3,3 274,1 ± 2,0 259,3 ± 1,5 

4-hidroxicumarina - - -  - - - 

Ácido rosmarínico - - -  - - - 

Quercitrina 12,3 ± 0,6 14,5 ± 0,5 16,6 ± 0,7  3,7 ± 0,1 2,3 ± 0,1 9,1 ± 0,2 

Miricetina < ILOQ - -  - - - 

Fisetina - - -  - < ILOQ - 

Resveratrol - - -  - - - 

3-acetilcumarina - - -  - - - 

Ácido trans-cinâmico 2,9 ± 0,8 3,3 ± 0,8 4,3 ± 0,6  0,5 ± 0,3 0,6 ± 0,1 1,6 ± 0,3 

Quercetina < ILOQ < ILOQ 1,2 ± 0,4  18,7 ± 2,3 37,1 ± 1,4 44,2 ± 1,2 

Luteolina < ILOQ < ILOQ < ILOQ  1,6 ± 0,2 1,1 ± 0,04 2,9 ± 0,2 

Apigenina - - -  6,7 ± 0,6 < ILOQ < ILOQ 

Canferol - - -  < ILOQ 4,5 ± 0,6 5,0 ± 1,1 

3,6-diidroxiflavona - < ILOQ -  - - - 

Crisina - - -  < ILOQ 0,1 ± 0,02 < ILOQ 

Galangina - - -   - - - 

Fonte: Do autor. 
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Tabela 15 – Concentrações dos compostos fenólicos em Mansoa alliacea determinadas por UHPLC-ESI-MS/MS 

utilizando infusões e extratos etanólicos de três diferentes coletas. Os valores são dados em µg g-1 de planta, 

seguidos do desvio padrão para concentração (em µg g-1). 

 

Analito 

Mansoa alliacea 

Infusão  Extrato etanólico 

1ª coleta 2ª coleta 3ª coleta  1ª coleta 2ª coleta 3ª coleta 

Ácido gálico - < ILOQ < ILOQ  - - - 

Ácido clorogênico 99,1 ± 3,5 128,8 ± 2,7 63,0 ± 2,4  9,6 ± 0,4 3,3 ± 0,05 18,1 ± 0,6 

(+)-catequina - - -  - - - 

Ácido vanílico 16,4 ± 1,4 10,1 ± 0,7 10,1 ± 0,8  2,7 ± 0,4 1,1 ± 0,1 5,4 ± 0,5 

Ácido cafeico 5,6 ± 0,5 9,4 ± 0,4 4,8 ± 0,2  1,4 ± 0,2 0,9 ± 0,03 2,2 ± 0,1 

6-hidroxicumarina - - -  - - - 

Ácido p-cumárico 34,2 ± 1,9 51,4 ± 1,2 22,4 ± 0,5  16,9 ± 1,1 5,9 ± 0,1 4,8 ± 0,1 

Ácido ferúlico 25,8 ± 0,7 27,7 ± 0,8 32,5 ± 0,9  11,0 ± 0,4 4,2 ± 0,1 12,5 ± 0,2 

Rutina 3,6 ± 0,4 1,6 ± 0,2 8,2 ± 0,5  0,4 ± 0,1 0,2 ± 0,02 4,2 ± 0,1 

4-hidroxicumarina - - -  - - - 

Ácido rosmarínico - - -  - - - 

Quercitrina - - 0,1 ± 0,04  - - 0,1 ± 0,02 

Miricetina - - -  - - - 

Fisetina - - < ILOQ  - - - 

Resveratrol - - -  - - - 

3-acetilcumarina - - -  - - - 

Ácido trans-cinâmico 3,7 ± 0,7 10,7 ± 0,8 6,9 ± 0,1  0,5 ± 0,1 0,6 ± 0,1 2,5 ± 0,3 

Quercetina - - -  - - < ILOQ 

Luteolina 0,6 ± 0,2 0,4 ± 0,1 0,3 ± 0,1  10,2 ± 0,7 5,6 ± 0,2 1,8 ± 0,1 

Apigenina 5,2 ± 0,2 4,0 ± 0,2 5,2 ± 0,3  8,6 ± 0,4 1,8 ± 0,03 3,8 ± 0,1 

Canferol - - -  - - - 

3,6-diidroxiflavona - - -  - - - 

Crisina - - -  - - - 

Galangina - - -   - - - 

Fonte: Do autor. 

 

Tabela 16 – Concentrações dos compostos fenólicos em Connarus perrottetii var. angustifolius determinadas por 

UHPLC-ESI-MS/MS utilizando infusões e extratos etanólicos de três diferentes coletas. Os valores são dados em 

µg g-1 de planta, seguidos do desvio padrão para concentração (em µg g-1). 

(continua) 

Analito 

Connarus perrottetii var. angustifolius 

Infusão  Extrato etanólico 

1ª coleta 2ª coleta 3ª coleta  1ª coleta 2ª coleta 3ª coleta 

Ácido gálico 11,6 ± 0,8 109,8 ± 5,0 65,6 ± 1,3  6,6 ± 1,5 49,2 ± 1,9 44,3 ± 0,9 

Ácido clorogênico - 2,0 ± 0,7 -  - 0,7 ± 0,1 0,7 ± 0,1 

(+)-catequina 
1007,8 ± 

10,3 
1773,7 ± 26,9 

1236,4 ± 

30,1 
 442,1 ± 31,7 374,1 ± 6,3 258,4 ± 3,5 

Ácido vanílico 9,2 ± 0,9 15,2 ± 0,6 18,9 ± 1,2  6,2 ± 1,5 15,9 ± 0,9 14,6 ± 0,4 

Ácido cafeico - - 0,8 ± 0,2  < ILOQ - 0,3 ± 0,1 

6-hidroxicumarina - - -  - - - 

Ácido p-cumárico 1,7 ± 0,1 2,4 ± 0,1 8,2 ± 0,2  2,9 ± 0,2 1,7 ± 0,04 6,1 ± 0,2 

Ácido ferúlico 7,3 ± 0,6 0,9 ± 0,3 2,4 ± 0,5  10,7 ± 1,0 1,0 ± 0,2 1,5 ± 0,2 

Rutina 0,5 ± 0,2 < ILOQ < ILOQ  0,4 ± 0,1 - < ILOQ 

4-hidroxicumarina - - -  - - - 

Ácido rosmarínico - - -  - - - 

Quercitrina - - -  - - < ILOQ 
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(continuação) 

Analito 

Connarus perrottetii var. angustifolius 

Infusão  Extrato etanólico 

1ª coleta 2ª coleta 3ª coleta  1ª coleta 2ª coleta 3ª coleta 

Miricetina - - -  - 17,8 ± 8,3 5,6 ± 2,7 

Fisetina - - -  - - - 

Resveratrol - - -  - - - 

3-acetilcumarina - - -  - - - 

Ácido trans-

cinâmico - 0,7 ± 0,2 < ILOQ  - < ILOQ 0,4 ± 0,1 

Quercetina - < ILOQ < ILOQ  < ILOQ 11,8 ± 0,2 7,3 ± 0,3 

Luteolina - < ILOQ -  < ILOQ - - 

Apigenina - - -  9,5 ± 0,1 - - 

Canferol - - -  - 15,3 ± 1,8 7,6 ± 1,2 

3,6-diidroxiflavona - - -  - - - 

Crisina - - -  - - - 

Galangina - - -   - - - 

Fonte: Do autor. 

 

Para cada espécie estudada, a semelhança entre os compostos detectados tanto na 

infusão como no extrato etanólico por maceração permite inferir com maior segurança possíveis 

marcadores analíticos para tais espécies medicinais dentre os analitos estudados. Em linhas 

gerais, os extratos etanólicos foram capazes de concentrar de 2 a 30 vezes os compostos 

fenólicos analisados, com relação às infusões. Em alguns casos, o fator de concentração superou 

100 vezes, considerando a concentração de analitos no extrato etanólico seco. Além disso, foi 

possível identificar alguns compostos fenólicos nos extratos etanólicos que não foram possíveis 

de serem determinados nas infusões. 

Considerando os compostos fenólicos determinados em maior concentração para cada 

espécie vegetal, são potencias marcadores analíticos para controle de qualidade de drogas 

vegetais a serem desenvolvidas: ácido clorogênico, ácido cafeico, quercetina e rutina para 

Bauhinia variegata var. variegata e Bauhinia variegata var. alboflava; ácido clorogênico, ácido 

p-cumárico, catequina e ácido cafeico para Cecropia palmata; rutina, catequina, ácido 

clorogênico e ácido cafeico para Cecropia obtusa; luteolina, apigenina e ácidos ferúlico, p-

cumárico e clorogênico para Mansoa alliacea; e catequina e ácidos gálico e vanílico para 

Connarus perrottetii var angustifolius. 

A Figura 40 e a Figura 41 a seguir mostram de maneira mais clara os potenciais 

marcadores analíticos designados para cada uma das espécies vegetais analisadas. Os gráficos 

que constituem estas figuras indicam as concentrações dos compostos fenólicos determinadas 

em termos das massas de extratos etanólicos secos obtidos de cada uma das espécies vegetais, 

de acordo com o procedimento descrito na seção 4.2 Preparo de amostras. É possível observar 

que alguns dos analitos se destacam frente aos demais, em termos da concentração determinada. 
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Adicionalmente, é possível perceber que os analitos designados como possíveis marcadores 

analíticos por este estudo foram determinados nas três diferentes coletas dos materiais vegetais, 

para cada uma das espécies analisadas. Por fim, através da análise da Figura 41, cabe salientar 

a elevada semelhança da constituição química entre as espécies do gênero Cecropia e entre as 

variedades de Bauhinia variegata frente aos analitos determinados. 

 

Figura 40 – Perfil da concentração dos compostos fenólicos determinados por UHPLC-ESI-MS/MS utilizando 

extratos etanólicos de três diferentes coletas das plantas descritas. Os valores são dados em µg g-1 de extrato 

etanólico seco. 

 

 

Fonte: Do autor.  
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Figura 41 – Perfil da concentração dos compostos fenólicos determinados por UHPLC-ESI-MS/MS utilizando extratos etanólicos de três diferentes coletas das plantas descritas. 

Os valores são dados em µg g-1 de extrato etanólico seco. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Do autor. 
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A Figura 42 mostra os cromatogramas do tipo “fingerprint” para as infusões da 1ª coleta 

das espécies analisadas obtidos por UHPLC-ESI-MS no modo de aquisição por varredura (m/z 

135-620, com um tempo de varredura igual a 300 ms) com ionização em polaridade negativa. 

Nesta figura, semelhanças significativas podem ser vistas entre os cromatogramas obtidos para 

as duas variedades de B. variegata estudadas. Da mesma forma, o perfil cromatográfico é 

facilmente comparável entre Cecropia palmata e Cecropia obtusa. Esta observação permite 

inferir que os cromatogramas obtidos no modo de varredura são capazes de confirmar a 

identidade química de plantas dentro de um mesmo gênero botânico. Destaca-se, inclusive, a 

significativa diferença do perfil cromatográfico obtido para Connarus perrottetii var. 

angustifolius, mostrando que a casca da referida espécie apresenta uma identidade química 

bastante diferente das folhas das demais plantas medicinais analisadas. De fato, a análise 

quantitativa confirma uma concentração de catequina e ácido gálico muito superior nesta 

espécie, em comparação com as demais espécies vegetais abordadas por este trabalho. 

A determinação de marcadores analíticos para espécies vegetais e a avaliação do perfil 

cromatográfico destas espécies constituem etapas primordiais no desenvolvimento de 

medicamentos fitoterápicos. De acordo com a Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(Anvisa), para o registro de um novo fitoterápico é exigida a elaboração de um relatório técnico 

do produto a ser comercializado. Tal relatório deve conter um procedimento para o controle de 

qualidade do material vegetal utilizado e, também, do derivado vegetal produzido e do 

medicamento acabado. Por sua vez, dentre os itens que devem compor esse procedimento de 

controle de qualidade estão a análise quantitativa de marcadores e a obtenção do perfil 

cromatográfico ou prospecção fitoquímica, tanto da droga vegetal, como do derivado vegetal 

utilizado e do produto acabado. A legislação brasileira atual que regulamenta o registro de 

medicamentos fitoterápicos  apenas recomenda que os marcadores controlados tenham 

correlação com o efeito terapêutico da droga vegetal (marcadores ativos), entretanto, não exige 

estudos que comprovem tal correlação específica (ANVISA, 2014). Dessa forma, a atribuição 

de marcadores analíticos inerentes às espécies vegetais também atende aos requisitos e 

exigências da legislação federal. Ainda de acordo com a legislação, como complementação ao 

registro dos medicamentos fitoterápicos, a eficiência dos produtos acabados deve ser constatada 

por meio da tradicionalidade do uso das espécies vegetais para determinada finalidade, critério 

esse a ser comprovado por meio de estudos etnofarmacológicos ou etno-orientados. 
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Figura 42 – Cromatogramas do tipo “fingerprint” para infusões da primeira coleta das espécies analisadas obtidos 

por UHPLC-(−)ESI-MS, em modo de varredura (m/z 135-620). (A) Cecropia palmata, (B) Cecropia obtusa, (C) 

Bauhinia variegata var. variegata, (D) Bauhinia variegata var. alboflava, (E) Mansoa alliacea e (F) Connarus 

perrottetii var. angustifolius. 

 

 

Fonte: Do autor. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Neste trabalho foi desenvolvido e validado um método para análise de 24 compostos 

fenólicos em plantas medicinais da Amazônia por UHPLC-ESI-MS/MS. Atingiu-se uma boa 

separação cromatográfica dos analitos, não se evidenciando interferências isobáricas entre as 

coeluições existentes. Vários compostos fenólicos foram quantificados em extratos obtidos das 

plantas Mansoa alliacea, Bauhinia variegata var variegata, Bauhinia variegata var alboflava, 

Connarus perrottetii var angustifolius, Cecropia obtusa e Cecropia palmata. Em todas estas 

plantas medicinais foram encontrados rutina, apigenina e os ácidos vanílico, cafeico, p-

cumárico, ferúlico e trans-cinâmico, em pelo menos um de seus extratos. Considerando os 

compostos fenólicos de maior concentração em cada espécie analisada tanto em infusão como 

em extrato etanólico por maceração, num rol de três diferentes coletas de material vegetal, 

puderam ser definidos marcadores analíticos para fins de controle de qualidade em produtos 

fitoterápicos que venham a ser originados de tais plantas medicinais. 

Também foi realizado estudo abrangendo diversas origens da supressão iônica na 

determinação de polifenóis por UHPLC-ESI-MS/MS. O método de separação desenvolvido e 

seis extratos de diferentes plantas medicinais utilizados neste estudo foram avaliados por seis 

experimentos desenhados de forma a identificar diferentes mecanismos de supressão iônica. O 

estudo comprovou a influência de diversas variáveis sobre a eficiência de ionização dos 24 

analitos avaliados, como a composição da fase móvel, a coeluição de analitos, os efeitos de 

matriz, a competição por cargas na fonte de ionização e a ionização diferencial do padrão 

interno. 

Os diferentes efeitos observados, inclusive entre matrizes muito semelhantes, como 

plantas de mesmo gênero e inclusive de mesma espécie, mostram que testes de supressão iônica 

são essenciais durante o desenvolvimento e validação de métodos em UHPLC-ESI-MS/MS 

para analitos bioativos. Também foi evidenciado o quão longe da realidade podem estar os 

resultados de estudos de quantificação de (poli)fenóis em amostras à base de plantas. Além 

disso, alguns pontos críticos foram identificados na tentativa de redução de limites de detecção 

no desenvolvimento de métodos de separação em fase líquida acopladas à espectrometria de 

massas, como a escolha ideal da fase móvel e da fase estacionária, para evitar supressões iônicas 

por aditivos e por coeluição, respectivamente. 

A influência de componentes da matriz, por sua vez, pode ser minimizada através da 

escolha de um adequado pré-tratamento de amostras, sendo neste estudo utilizada a SPE. 

Ademais, o cuidado com resultados falso positivos ou falso negativos merece atenção 
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principalmente na escolha de uma diluição adequada da matriz, bem como no uso de um padrão 

interno adequado. Sendo assim, o pequeno tempo de análise cromatográfica do método 

desenvolvido permitiu a quantificação mais laboriosa dos analitos pelo método de adição de 

padrão, assim reduzindo consideravelmente os efeitos de supressão iônica existentes na análise 

destas matrizes. 

Muitos outros analitos não abordados por este estudo foram encontrados nos extratos de 

plantas medicinais a partir da interpretação dos fingerprints obtidos cromatograficamente em 

modo full scan. Alguns destes compostos apresentaram inclusive uma maior intensidade 

quando comparado aos analitos estudados, o que pode estar associado a uma maior 

concentração e consequente maior relevância farmacológica. Dessa forma, fica evidenciada a 

necessidade da existência de um método de screening sem analitos-alvo associado a estudos de 

atividades farmacológicas para proporcionar uma incontestável determinação de marcadores 

ativos para as plantas medicinais estudadas neste trabalho. 
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APÊNDICE A – ESTRUTURAS QUÍMICAS DOS ANALITOS ESTUDADOS 

 

Analito CAS Fórmula estrutural Massa exata (uma) 

(+)-catequina 225937-10-0 

 

290,07904 

3,6-diidroxiflavona 108238-41 

 

254,05791 

3-acetilcumarina 3949-36-8 

 

188,04734 

4-hidroxicumarina 1076-38-6 

 

162,03169 

6-hidroxicumarina 6093-68-1 

 

162,03169 

Ácido cafeico 331-39-5 

 

180,04226 

Ácido clorogênico 327-97-9 

 

354,09508 

Ácido ferúlico 1135-24-6 

 

194,05791 

Ácido gálico 149-91-7 

 

170,02152 

Ácido p-cumárico 501-98-4 

 

164,04734 
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Analito CAS Fórmula estrutural Massa exata (uma) 

Ácido rosmarínico 20283-92-5 

 

360,08397 

Ácido trans-

cinâmico 
140-10-3 

 

148,05243 

Ácido vanílico 121-34-6 

 

168,04171 

Apigenina 520-36-5 

 

270,05227 

Canferol 520-18-3 

 

286,04774 

Crisina 480-40-0 

 

254,05791 

Fisetina 345909-34-4 

 

286,04774 

Galangina 548-83-4 

 

270,05227 

Luteolina 491-70-3 

 

286,04719 
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Analito CAS Fórmula estrutural Massa exata (uma) 

Miricetina 529-44-2 

 

318,03757 

Quercetina 6151-25-3 

 

302,04265 

Quercitrina 522-12-3 

 

448,10056 

Resveratrol 501-36-0 

 

228,07864 

Rutina 207671-50-9 

 

610,15338 

 

 





133 

ANEXO A – ARTIGO PUBLICADO1 

 

 

                                                 
1 Reprodução de artigo completo autorizada pela editora Elsevier através da licença número 3905010926204. 
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