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RESUMO

DE:I'ERMINA(;AO DE COMPOSTOS FENOLICOS COMO MARCADORES
ANALITICOS EM EXTRATOS DE PLANTAS MEDICINAIS DA AMAZONIA POR
UHPLC-ESI-MS/MS

AUTOR: Henrique Faccin
ORIENTADOR: Prof. Dr. Leandro Machado de Carvalho

Um método para separacdo, identificacdo e quantificacdo de 24 compostos fendlicos utilizando
cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial
(UHPLC-MS/MS) foi desenvolvido e validado. Seis espécies vegetais originarias da regido
amazonica brasileira e tradicionalmente utilizadas como plantas medicinais pela populagdo
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 x 50 mm, 1,8 um)
utilizando um gradiente de eluicdo composto por &cido acético 0,1% em agua (v/v) e
acetonitrila, a uma vazéo constante de 0,8 mL min™*. O limite de deteccio variou entre 0,5 e
130,3 pg kg™. A repetibilidade e a precisdo intermediaria apresentaram resultados satisfatdrios
e as recuperacOes obtidas para os 24 analitos variaram entre 91,7 e 123,8% para as matrizes
avaliadas. Ademais, um estudo sistematico das varias fontes de supressdo idnica em andlises
por UHPLC-MS/MS foi realizado para os 24 compostos fenolicos em extratos das seis plantas
medicinais. As contribuicdes para a supressao idnica global do método foram avaliadas pela
Otica dos efeitos de matriz, dos aditivos de fase movel, da coeluicdo de analitos e da competicao
por cargas elétricas durante a ionizacdo. Neste ambito, a influéncia dos aditivos de fase mével
sobre a eficiéncia de ioniza¢do mostrou-se muito pronunciada, onde efeitos de supressao idnica
de aproximadamente 90% e efeitos de enriquecimento idnicos maiores que 400% puderam ser
observados. Os efeitos negativos causados pela escolha errdnea de padrdes internos em estudos
de quantificacdo foram também avaliados e discutidos a partir da perspectiva da supressdo
ibnica. Este trabalho também mostrou a importancia 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 supresséo i6nica observados entre matrizes, para um
mesmo analito. Além disso, ensaios de quantificagdo dos 24 analitos foram realizados pelo
método de adicdo do padrdo (r > 0,99) utilizando dados adquiridos pelo modo de
monitoramento de reacGes selecionadas (SRM). Rutina, apigenina e os acidos vanilico, cafeico,
p-cumarico, ferdlico e trans-cinamico foram determinados em todas as plantas estudadas em
pelo menos um dos extratos analisados. Deve ser destacado o alto contetdo de rutina nas
variedades de Bauhinia variegata (até 2,52 mg g de planta), 4cido clorogénico em espécies do
género Cecropia (até 0,57 mg g de planta) e catequina em Connarus perrottetii var.
angustifolius (1,77 mg g™* de planta). Possiveis marcadores analiticos e potenciais marcadores
ativos para controle de qualidade de medicamentos fitoterapicos foram designados para cada
espeécie vegetal estudada.

Palavras-chave: Compostos fenolicos. Plantas medicinais da Amazonia. Supresséo idnica.






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 x 50 mm, 1.8 um) 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™. The
limit of detection ranged between 0.5 and 130.3 pg kg™ 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 of plant), chlorogenic acid in species of genus Cecropia (up to 0.57 mg g of plant) and
catechin in Connarus perrottetii var. angustifolius (1.77 mg g 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. lon suppression.
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1 INTRODUCAO

A Amazébnia é uma das regides com maior biodiversidade do planeta e com maior
potencial para descoberta de novas plantas medicinais (SILVA et al., 2007). Estudos
etnobiologicos e etnofarmacoldgicos salientam que as populagdes indigenas detém um
avancado conhecimento medicinal sobre a riqueza boténica da regido. Tal conhecimento é
transmitido em nivel familiar e é incrementado a medida em que novas enfermidades surgem
(SCOLES, 2006). Entretanto, a ciéncia desconhece boa parte destas plantas, havendo poucos
estudos de caracterizacdo de seus compostos bioativos e de determinacdo de suas atividades
farmacoldgicas. No outro extremo, porém, milhGes de pessoas consomem plantas com apelo
medicinal dada a forte divulgacao da fitoterapia promovida pelos meios de comunicacédo (DE
FREITAS e FERNANDES, 2006).

Diferentemente do que ocorre com as plantas originarias do bioma amazonico, varias
plantas medicinais orientais e diversos alimentos que apresentam altas taxas de atividade
antioxidante tém sido um importante foco de estudo da Quimica Analitica nos Gltimos anos.
Dentre 0s objetivos estudados estdo 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 identificagdo dos compostos que
possam conferir essa caracteristica antioxidante citada (NUENGCHAMNONG, KRITTASILP
e INGKANINAN, 2009; NUENGCHAMNONG, KRITTASILP e INGKANINAN, 2011;
ZHANG et al., 2014), e a medicao, 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 caracterizagdo de compostos antioxidantes, uma das ferramentas que
tem se destacado € a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas. A técnica de
LC-MS (do inglés liquid chromatography coupled to mass spectrometry) € capaz de conferir a
alta seletividade exigida para a analise de matrizes complexas, tais como as matrizes vegetais.
Ademais, a utilizacdo da cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia (UHPLC, do inglés ultra-
high performance liquid chromatography) permite o aumento da eficiéncia das separagdes ao
passo que os tempos de anélise podem ser consideravelmente reduzidos. Somado a isso, a
espectrometria de massas sequencial com analisadores do tipo triplo quadrupolo constitui uma
poderosa ferramenta de quantificagdo (GROSS, 2011).

Nos ultimos 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 ionizacdo por eletrospray (ESI, do inglés
electrospray ionization) foi empregada. Entretanto, poucos sdo os trabalhos que mencionam
investigacOes a respeito de efeitos adversos que causam interferéncia na analise de compostos
antioxidantes em matrizes complexas (SUAREZ et al., 2008; ALARCON-FLORES, M. I. et
al., 2012; BECERRA-HERRERA et al., 2014). Sabe-se, porém, que diversos efeitos de matriz
atuam sobre o mecanismo de ionizacdo da fonte ESI, tornando os métodos que a utilizam
sujeitos a diversos erros (MULLER, 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, rapido e seletivo método para separar, identificar e quantificar
simultaneamente 24 compostos fendlicos utilizando UHPLC-ESI-MS/MS foi desenvolvido e
validado. Uma avaliagdo sistematica completa das diversas causas de interferéncia na
determinacdo dos analitos por espectrometria de massas foi realizada. O método foi aplicado a
analise de extratos vegetais de seis diferentes plantas medicinais oriundas da regido amazénica
(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 varios compostos fenélicos potencialmente bioativos dentre
os mais relatados na literatura cientifica. Também foi criada a base para se atribuir potenciais
marcadores analiticos 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 convénio com a Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa Amazénia Oriental), localizada em Belém (PA).
O segundo projeto foi financiado pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio
Grande do Sul (Fapergs), através do Programa Pesquisa para o Sistema Unico de Satde
(PPSUS), dentro da linha tematica “Pesquisa da eficicia e seguranca de plantas medicinais

nativas”.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS EM PLANTAS

Os compostos fendlicos compBem uma das principais classes de metabolitos
secundarios de plantas, sendo importantes para 0 seu crescimento e reproducdo, atuando
também como antipatdgenos e repelentes de consumidores tréficos. Tais compostos séo
definidos como substancias que possuem um anel aromatico contendo um ou mais grupos
hidroxila, incluindo seus derivados funcionais (ésteres, metil ésteres, glicosideos, etc.) (HO,
1992). Inseridas nesta definicdo estdo diversas familias de substancias, tais como fenois simples
substituidos, fenilpropandides, derivados do &cido benzoico, flavonoides, estilbenos, taninos,
lignanos e ligninas (SHAHIDI e NACZK, 2003).

Ao contrario da maioria das substancias necessarias a nutricdo humana, que possuem
funcdes geralmente especificas, os compostos (poli)fendlicos apresentam acdes pleiotropicas
devido aos efeitos aditivos e sinergisticos existente entre os compostos dessa classe (FRAGA,
2009). Diversos estudos tém sido relatados associando uma dieta rica em compostos fenélicos
com uma reducéo da incidéncia de doengas degenerativas. 1sso ocorre porque tais compostos
atuam diretamente na eliminacéao de radicais livres, que sao 0s responsaveis por gerar o estresse
oxidativo (desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio e sua desintoxicacédo
por sistemas bioldgicos) (DAAYF e LATTANZIO, 2009).

Neste contexto € que ha um interesse crescente no conhecimento da composicao das
plantas quanto as substancias (poli)fendlicas. Nos ultimos anos diversos métodos analiticos
envolvendo técnicas de separacdo foram publicadas para a determinacdo de compostos
fendlicos nas mais variadas matrizes. Dentre os principais avangcos pode-se citar o uso de
técnicas cromatograficas de ultra-alta eficiéncia, como UHPLC. O uso de particulas de suporte
das colunas cromatograficas com diametro inferior a 2 pum tem tido um incremento
consideravel, visto a necessidade de se aumentar a resolucdo de cromatogramas frente as
complexas matrizes vegetais (NOVAKOVA et al., 2010; LUO et al., 2015). Entretanto, o
namero de publicagbes utilizando UHPLC ainda é bastante reduzido quando comparado a
técnica predecessora, a HPLC (do inglés high performance liquid chromatography). Uma
comparacédo pode ser feita analisando a Figura 1 frente a Figura 2.

Adicionalmente, a espectrometria de massas tem mostrado ser uma ferramenta
imprescindivel neste campo de estudo devido sua alta seletividade. Os mais variados

analisadores de massa disponiveis no mercado tém sido utilizados, tais como quadrupolos,
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triplos quadrupolos, armadilha de ions, armadilha de fons linear, tempo de voo, Orbitrap®, e
inclusive ressonéancia ciclotronica de ions com transformada de Fourier. Entretanto, nos dias
atuais, poucos sao os trabalhos que consideram a complexidade das matrizes estudadas como
causa de possiveis interferéncias analiticas no acoplamento da cromatografia liquida com a
espectrometria de massas (YAOA et al., 2005; SONG, J. Z. et al., 2010; RAMIREZ-AMBROSI
et al., 2013). Sendo assim, muitos trabalhos ndo abordam uma adequada etapa de preparo e
limpeza de amostras, trazendo apenas como problematica a caracterizacdo quimica das matrizes
estudadas.

Figura 1 — Evolugdo do nimero de publicagdes envolvendo compostos fendlicos, cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) e espectrometria de massas, de 1990 aos dias atuais.
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Fonte: Relatorio de citagdes obtido do website Web of Science™ para os tdpicos phenol* AND “HPLC” AND
MS, em 16/11/2016.

Figura 2 — Evolugdo do nimero de publicagdes envolvendo compostos fendlicos, cromatografia liquida de ultra-
alta eficiéncia (UHPLC) e espectrometria de massas, de 2007 aos dias atuais.
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OR UFLC) AND MS, em 16/11/2016.
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Entretanto, a maior parte das publicacdes na area de determinacdo de compostos
fendlicos em matrizes vegetais esta distante das tecnologias mais avancadas de separacao e
deteccdo. A Tabela 1 mostra um sumario de alguns métodos publicados mais recentemente que
empregam técnicas de alta eficiéncia, alta resolucéo e/ou alta seletividade para determinacao

de compostos fendlicos.

2.2 ESPECIES VEGETAIS ESTUDADAS

No ano de 2009, com o intuito de nortear estudos farmacoldgicos e fitoquimicos, o
Ministério da Saude brasileiro publicou a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse
ao Sistema Unico de Satde (RENISUS). Esta relagio consiste em uma listagem de 71 espécies
vegetais que apresentam potencial para gerar produtos de interesse ao sistema publico de salde
brasileiro, tal como medicamentos fitoterapicos. Dentre as espécies citadas, parte delas esta
presente naturalmente no bioma amazonico, ressaltando a importancia deste no cenario da
medicina botanica. Integrante na listagem da RENISUS, a Bauhinia variegata (popularmente
conhecida como pata-de-vaca) € 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 género, a qual se deve provavelmente pela acdo de seus flavonoides (DA SILVA e
FILHO, 2002).

Outras espécies medicinais da Amazonia sdo tradicionalmente utilizadas na medicina
popular do norte brasileiro e, por essa razdo, fazem parte deste trabalho. Cecropia palmata
(embauba vermelha) e Cecropia obtusa (embalba branca) séo relatadas como tendo acdes
tranquilizante e antirreumatica, além de atuar contra a doenga arterial coronariana
(GIORGETTI, NEGRI e RODRIGUES, 2007; SILVA et al., 2007). Connarus perrottetii
(barbatimdo do Pard) é citada no tratamento de infecdes do trato genitourinario e de problemas
do Utero, como cistos ovarianos e corrimento vaginal, sendo inclusive relatada por apresentar
atividade citotdxica contra a linhagem de células cancerigenas KM-12 de adenocarcinoma de
célon humano. Seu uso para atenuagdo dos sintomas da gripe com tosse e congestao nasal, além
de dor de cabeca, também é relatado (SUFFREDINI et al., 2007; COELHO-FERREIRA, 2009).
Por fim, Mansoa alliacea (cip6-alho) € tradicionalmente utilizada no tratamento de reumatismo,
além de também ser usada contra febre e gripe. Estudos indicam que M. alliacea também possuli
acOes anti-inflamatoria, antifingica, antiviral e antimicrobiana (CELINE et al., 2009; RUIZ et
al., 2011; SANZ-BISET e CANIGUERAL, 2011).
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Tabela 1 — Listagem ndo exaustiva de estudos realizados nos Gltimos anos para a determinacéo de compostos polifenodlicos nas mais variadas matrizes empregando cromatografia

liquida.
(continua)
Analitos Matriz Preparo de amostras Técnica analitica Analisador de Tempp . Referéncia
massas de anélise
29 compostos fendlicos, incluindo
acidos fendlicos, flavonoides e Cha Filtracdo e dilui¢do UHPLC-PDA — 20 min ;\:O(\Z/alé)OVA et
cumarinas '
- Radix Salviae . x UHPLC-UV-ESI- . SONG, J. Z. et al.
10 compostos fenolicos Miltiorrhizae Filtragdo MS/MS Q-TOF 14 min (2010)
67 antocianinas, 102 flavonois e 40 L
derivados do é4cido CB:EZZSlca juncea var. Centrifugacio e filtragio EAESLC'PDA'ESI' LIT-Orbitrap® 65 min LIN et al. (2011)
hidroxicinamico
e - . S . N UHPLC-UV-ESI- . ZIMMERMANN
Polifendis Salvia officinalis L. Filtracdo MS/MS QqQ 34 min etal. (2011)
12 polifenais, incluindo catequinas, < . x T . CEYMANN et al.
4cidos fendlicos e procianidinas Macas Filtracdo e diluicdo UHPLC-ESI-MS Q 10 min (2012)
21 compostos fendlicos Spondias purpdrea L. Cromatografia preparativa kj/gf LC-DAD-ESI- QaQuir 23 min (EZNO(132E)LS etal.
39 compostos fendlicos Magca Centrifugacio e filtragio UHPLC-DAD-ESI- Orbitrap® 21 min DE PAEPE etal.
MS (2013)
e - . ~ UHPLC-HESI- s @ . KECKES et al.
17 polifenois Mel Filtracéo MS/MS LIT-Orbitrap 9 min (2013)
e . - RIEHLE,
?:ngﬁlclgino's’ incluindo acidos Cistus incanus Extracdo em fase solida HF;I;C'DAD'ESI' IT 80 min VOLLMER e
ROHN (2013)
ALARCON-
- < e I UHPLC-ESI- . FLORES, Maria
40 compostos fenolicos Macés Filtracdo e diluicdo MS/MS Q9Q 12 min Isabel et al.
(2014)
25 polifendis identificados, dentre Polvaonum aviculare L. Eiltracio e diluicio UHPLC-DAD e T 23 min GRANICA
os quais 12 foram quantificados ¥ ' ¢ ¢ UHPLC-ESI-MS (2015)
x - GULTEKIN-
- Avelds, améndoas e . x UHPLC-ESI- . PO
14 compostos fenolicos pistache Filtracdo MS/MS Q9Q 13 min OZGUVEN et al.

(2015)
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Tabela 1 — Listagem ndo exaustiva de estudos realizados nos Gltimos anos para a determinagdo de compostos polifenolicos nas mais variadas matrizes empregando cromatografia

liquida.
(continuacdo)
Analitos Matriz Preparo de amostras Técnica analitica Analisador de Tempp . Referéncia
massas de anélise
27 compostos fendlicos Penthorum chinense Filtracéo HPLC-ESI-MS/MS  FTICR 70 min GUO et al. (2015)
. . x . . MAGIERA e
20 polifendis Lycium barbarum L. Extracdo em fase sdlida UHPLC-MS/MS QaQuir 11 min ZAREBA (2015)
L A PANDEY, R
16 compostos bioativos, incluindo SN
acidos fenolicos, flavonoides, Myristica fragrans Filtracdo e diluicdo UH}DLC_ESI_ QaQuir 9,4 min RAMESHKUMA
terpenoides e &cidos graxos MS/MS Re KUMAR
(2015)
. . BuChang NaoXinTong
#;?léﬂgpostos, incluindo 21 (suplemento composto  Filtragdo kj/:;rl? LC-DAD-ESI- LIT-Orbitrap® 26 min ;Oggig NG et
por 16 plantas) '
- x - UHPLC-ESI- . WABAIDUR et
22 compostos fendlicos Mel Extracdo em fase sélida MS/MS QuQ 33,2 min al. (2015)
- - A UHPLC-ESI- s @ . AMOAH et al.
9 compostos fenolicos Hedyosmum brasiliense  Diluicéo MS/MS LIT-Orbitrap 30 min (2015)
- Frutas tropicais . x UHPLC-ESI- . BATAGLION et
22 compostos fendlicos brasileiras Filtracéo MS/MS QuQ 11 min al. (2015)
- Plantas medicinais da . x A . DA SILVEIRA et
12 compostos fendlicos Amazénia Filtracdo e diluicdo HPLC-PAD - 70 min al. (2015)
MELLIOU,
. . S UHPLC-ESI- . ZWEIGENBAU
12 compostos fendlicos Azeitonas Filtracdo MS/MS QuQ 9,5 min M e MITCHELL
(2015)
SVOBODA,
8 compostos da classe das Chaés preto, verde e Filtracio e diluicio UHPLC-ESI- Q40 3.2 min VLCKOVA e
catequinas branco ¢ ¢ MS/MS g : NOVAKOVA
(2015)
- Hydrocotyle . x . x UHPLC-ESI- ) . KUMARI et al.
10 compostos fendlicos sibthorpioides Centrifugacéo e filtracdo MS/MS Q-Orbitrap 10 min (2016)
15 compostos fendlicos, incluindo  Fruto de Prunus persica Extracio em fase s6lida HPLC-ESI-MS" T 105 min MOKRANI et al.

8 flavondis

L.

(2016)
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Tabela 1 — Listagem ndo exaustiva de estudos realizados nos Gltimos anos para a determinagdo de compostos polifenolicos nas mais variadas matrizes empregando cromatografia

liquida.
(continuacdo)
Analitos Matriz Preparo de amostras Técnica analitica Analisador de Tempp . Referéncia
massas de anélise

. . . . HPLC-PDA-HESI- N . SIMIRGIOTIS et
25 compostos fenolicos Pyrus communis Cromatografia preparativa MS/MS Q-Orbitrap 35 min al. (2016)

- Espécies do género . x A UHPLC-ESI- . PANDEY, Renu
16 compostos fendlicos ocimum Filtracdo e diluicdo MS/MS QaQuir 13 min et al. (2016)
16 compostos derivados do acido . . . . SONG, Y. etal.
cinamico e 16 flavonoides Artemisia annua L. Filtracdo HPLC-ESI-MS/MS  QqQuit 65 min (2016)

- Frutos de Copaifera . . . BATISTA et al.
12 compostos fendlicos langsdorfi Filtracdo HPLC-DAD-FLD — 55 min (2016)
9 compostos fendlicos Capparis spinosa L. Filtragdo e diluigio HPLC-DAD-ESI- Q 20 min FRANCESCA et

MS al. (2016)

52 compostos fenolios, sendo 805 o o1yaria indica L. Filtragcdo UHPLC-PDA-ESI- Q-TOF 20 min HE et al. (2016)

compostos quantificados

MS/MS

Fonte: Do autor.
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Alguns trabalhos prévios que abordam a caracterizag¢éo quimica destas espécies vegetais
foram publicados. DA SILVEIRA et al. (2015) avaliaram a presenca de 12 diferentes
compostos fenolicos por meio de cromatografia liquida com deteccdo por amperometria
pulsada utilizando p-ciclodextrina como modificador da fase mdvel. Neste estudo, foram
analisados extratos obtidos com diferentes solventes (agua, etanol, n-butanol e acetato de etila)
das seis espécies mencionadas. Dentre os principais analitos determinados, encontram-se acido
galico e catequina para Connarus perrottetii, acido clorogénico para as espécies do género
Cecropia, acidos ferulico e p-cumarico para Mansoa alliacea e rutina para as variedades de
Bauhinia variegata abordadas pelo estudo. Outro estudo de caracterizagdo realizado para
Connarus perrottetii var. angustifolius foi feito por MULLER, L. S. et al. (2015), utilizando
eletroforese capilar de zona como técnica de separacdo. 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 presenca 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 liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial por meio de foto-
ionizacdo foi capaz de determinar 6 diferentes compostos triterpénicos, cujas concentragoes
variaram desde 0,42 mg kg, para &cido ursolico, até 371,96 mg kg™, para -amirina.

2.3 PREPARO DE AMOSTRAS

A andlise de substancias organicas estd condicionada ao uso de métodos de
determinacdo que ndo alterem os compostos objeto (ou que os alterem de forma controlada),
seja na etapa instrumental de determinacdo destes, ou mesmo ao longo do método aplicado para
0 preparo das amostras, visando a posterior introducdo nos instrumentos de analise. Como séo
poucos 0s métodos de deteccdo especificos (ou muito seletivos) para a analise de compostos
organicos, a maior dificuldade do processo analitico acaba por recair sobre o preparo das
amostras, que engloba, em geral, etapas de extracdo, pré-concentracao e limpeza (clean-up), as
quais podem ser realizadas em série ou simultaneamente (CAMARA et al., 2002).

O objetivo dessas diferentes etapas de preparo acaba por ser a obtencéo dos analitos em
maior grau de pureza. Assim, a primeira etapa a ser aplicada no preparo de amostras geralmente
é a extragdo das substancias a serem analisadas, separando-as da matriz. Se o procedimento de

extracao ndo for eficiente, parte do analito seguira unido a matriz, provocando erros de analise.
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Para evitar tal tipo de problema, extragGes sucessivas sao feitas de forma a aumentar a eficiéncia
global da extracéo.

No entanto, em grande parte, as extracdes nao sdo especificas e os analitos acabam por
ser extraidos juntamente com outras substancias que podem vir a dificultar ou impedir a
determinacdo dos analitos alvo. Assim, ap0s a etapa de extracdo pode ser necessario aplicar
uma etapa de limpeza dos extratos obtidos, de forma a tentar eliminar as substancias
interferentes a analise oriundas da matriz (MOLDOVEANU e DAVID, 2002). Infelizmente, é
dificil atingir uma situacdo ideal onde apenas os analitos sejam isolados. O grau de dificuldade
aumenta quando se trabalha com métodos de andlise abrangendo compostos organicos de
diferentes classes ou familias (em termos de estrutura quimica). Isso ocorre porque dificilmente
as condi¢cbes quimicas e fisicas utilizadas durante o preparo de amostras atendem de maneira
ideal a todos os analitos estudados. Deve-se, portanto, alcancar uma condi¢do 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 possivel.

2.3.1 Extracdo solido-liquido

Provavelmente a extracdo solido-liquido é o processo de extracdo mais utilizado para a
analise de compostos organicos em amostras solidas. Para tal, a amostra sélida é colocada em
contato com uma determinada quantidade de um solvente adequado, seguindo a maxima similia
similibus solvuntur (semelhante dissolve semelhante). Ou seja, procura-se utilizar um solvente
com polaridade semelhante a polaridade dos analitos a serem determinados posteriormente pelo
método de analise (CAMARA et al., 2002). Outro fator importante a ser levado em
consideracdo é a semelhanca do carater hidrofilico/lipofilico entre analitos e solventes.

O processo de extracdo solido-liquido é baseado no enfraquecimento das interacfes
analito-matriz (fase sélida), ao passo em que se procura incrementar a forca das interacoes
analito-solvente (fase liquida). O mecanismo de extracdo é representado esquematicamente na
Figura 3, onde as diferentes etapas que ocorrem durante a extracao sao abordadas. Inicialmente,
0 solvente permeia os poros das particulas da matriz/amostra (A) para dessorver o analito que
esta interagindo com os pontos ativos da matriz (B). Na sequéncia, o analito difunde através da
matéria organica aderida a superficie das particulas de amostra (C) e inicia o processo de
dissolugdo no solvente empregado (D). Novamente o analito difunde através do solvente para
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sair dos poros das particulas (E) e entdo é arrastado pelo solvente para o exterior da particula

(F).

Figura 3 — Esquema das etapas envolvidas no processo de extracdo sélido-liquido de um analito em uma particula
solida. (A) permeacdo do solvente nos poros da particula; (B) dessor¢édo do analito; (C) difusdo do analito através
da matéria organica; (D) dissolugdo do analito no solvente; (E) difusdo do analito no solvente para saida de dentro
dos poros; e (F) saida do analito e completa dissolucdo deste no solvente.

SOLVENTE

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

E importante salientar que o uso de etapas sucessivas de extracdo aumenta a eficiéncia
global de extracdo. Isso se deve a que o equilibrio quimico envolvido no enfraquecimento das
interacOes analito-matriz é alterado a cada renovacdo do solvente empregado, visto que a
concentracdo dos analitos presos a matriz também sofre alteracdo a cada renovacao de solvente.
Entretanto, a medida em que processos de extracdo mais exaustivos sdo aplicados,

simultaneamente se extraem maior nimero de compostos interferentes.

2.3.2 Extracao em fase solida

A extracdo em fase solida (SPE, do inglés solid phase extraction) € um método de
extracdo baseado nas diferencas de afinidade que os analitos e/ou substancias presentes na
matriz apresentam entre uma fase solida e a prépria matriz ou extrato liquido. Dessa forma,
guando uma amostra liquida entra em contato com um sorvente sélido, alguns compostos
ficardo retidos no sorvente enquanto outros ndo sofrerdo influéncia da fase sélida. Em outras
palavras, a extracdo em fase sélida pode ser vista como um processo de distribuicdo dos analitos
entre uma fase mdvel e uma fase estacionaria (MOLDOVEANU e DAVID, 2002).
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A forma mais usual da extracdo em fase solida se da através de cartuchos de polietileno,
semelhantes ao corpo de uma seringa, nos quais o sorvente estd assentado (Figura 4 A). Na
pratica, o uso da SPE em cartuchos se assemelha a uma separacdo por cromatografia liquida,
onde solventes de diferentes polaridades sdo percolados através de uma coluna muito curta
contendo fase estacionéria (sorvente). Entretanto, a SPE ndo € capaz de efetuar uma separacao
das substéancias entre si, tais como nos métodos de cromatografia liquida, visto que uma coluna
de SPE pode ter um numero de pratos apenas inferior a 100 (comparado a alguns milhares de
pratos para colunas analiticas de cromatografia liquida) (CAMARA 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 caracteristicas
semelhantes a amostra, tais como pH, forca idnica e polaridade (Figura 4 B). Na sequéncia, um
dado volume da amostra € percolado pelo sorvente ja condicionado, havendo uma retencao
diferencial dos analitos (Figura 4 C). Uma etapa de lavagem é realizada com a finalidade
principal de eliminagdo de interferentes (Figura 4 D). Para tal, solventes com diferentes
polaridades e pH podem ser utilizados, sempre procurando-se evitar que 0s compostos de
interesse eluam. Como Ultima etapa, € realizada a eluicdo dos analitos retidos utilizando um

solvente de maior forca eluotropica (Figura 4 E).

Figura 4 — Representacdo esquematica das etapas de um método de extracdo em fase sélida. (A) Representacdo de
um cartucho de SPE; (B) etapa de condicionamento do cartucho com um solvente adequado; (C) percolacdo da
amostra ou extrato; (D) etapa de lavagem com um solvente adequado; e (E) elui¢do dos analitos retidos com um
solvente de maior forca eluotropica.

A B C D E

Fonte: Adaptado de SUPELCO (1998).

As caracteristicas 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 extracdo sdo empregados (SNYDER, KIRKLAND e DOLAN,
2009). Na maioria dos casos, utiliza-se um sorvente apolar, do tipo C18, e solventes como agua,
acetonitrila e/ou metanol. Neste exemplo especifico, 0 mecanismo de retencdo principal é o
equilibrio de particdo. Entretanto, outros mecanismos podem ser utilizados, como adsorcéo,
troca i0nica, exclusdo molecular e bioafinidade.

Os sorventes apolares do tipo C18 sdo constituidos por particulas sélidas de silica
recobertas por cadeias alquilicas, contendo 18 atomos de carbono, quimicamente ligadas ao
suporte sélido. Esse tipo de sorvente € bastante adequado para a retencdo de compostos
organicos presentes em amostras liquidas polares. Quando a amostra ou 0 extrato passam
através desse tipo de sorvente, os analitos interagem com a fase quimicamente ligada através
de interacbes de Van der Waals e interacdes hidrofobicas, mantendo-se retidos. A eluicédo
acontece, entdo, por meio da percolacdo de solventes adequados de maior carater apolar, como
acetonitrila e metanol (SNYDER, KIRKLAND e DOLAN, 2009). A etapa intermediaria de
lavagem é realizada com solventes de forca eluotrdpica tal que ndo sejam capazes de eluir 0s

analitos, mas tenham forca eluotropica suficiente para eluir os compostos interferentes.

2.4 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRA-ALTA EFICIENCIA

Nos ultimos anos, tém-se dado maior atencdo as separacdes cromatograficas rapidas
baseadas em preceitos da cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia. A UHPLC difere de sua
antecessora tecnoldgica, a cromatografia liquida de alta eficiéncia, principalmente por trés
razBes que, quando combinadas, aumentam drasticamente sua eficiéncia de separagao: o uso de
particulas de fase estacionaria com menor didametro e/ou especialmente desenvolvidas para
UHPLC, o uso de maiores temperaturas de separacao e o uso de pressoes bastante elevadas para
levar a cabo separac6es cromatograficas (SNYDER, KIRKLAND e DOLAN, 2009).

A eficiéncia de uma separacdo cromatografica € explicada por uma vasta teoria
desenvolvida ao longo dos anos (COLLINS, BRAGA e BONATO, 2006) e que pode ser

resumida através da Equacgdo de van Deemter:

B
H=A+Z+Cu 1)
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onde H se refere a altura de prato da separacdo cromatografica, A é o termo que explica a difusdo
de Eddy, B é o termo que explica a difuséo longitudinal, C é o termo que aborda a resisténcia a
transferéncia de massa e u é a velocidade linear da fase movel.

A teoria de pratos nos diz que quanto menor for a altura dos pratos (H), maior nimero
de pratos (N) possuird uma dada coluna, ou seja, maior serd sua eficiéncia de separacdo. A
equacdo (1) também pode ser representada da seguinte forma:

H = Hg + H, + (Hsp + Hyp + Hsyp) (2)

onde, He se refere a altura de prato devido a difusdo de Eddy, Hi a altura de prato devido a
difusdo longitudinal, Hsp & altura de prato devido a transferéncia de massa na fase estacionéria,
Hwmp a altura de prato devido a transferéncia de massa na fase mével e Hsvp a altura de prato
devido a transferéncia de massa na fase movel estagnada.

Cada um dos termos que compdem a equacdo (2) é detalhado a seguir (CELA,
LORENZO e CASAIS, 2002):

(3)

Ta+K2D, "Dy 3001 = o)y, (1 + k) Dy )

1 k  df d? 1-@+k? d?
H:Z/ldp+2mea+( £ 2

onde, 4 é um fator que diz respeito a estrutura do recheio da coluna cromatografica, dy é 0
diametro de particula, y € um fator de obstrucdo da coluna, Dm € 0 coeficiente de difusdo do
soluto (analito) na fase movel, u é a velocidade linear da fase mével, g é um fator de
configuracdo ou forma do liquido dispersado na fase estacionaria, k € o fator de retencdo do
analito, dr € a espessura da cobertura liquida da fase estacionaria, Ds € o coeficiente de difusdo
do soluto na fase estacionaria, w € um fator empirico que corrige a difusdo radial e ¢ é a fracdo
da fase mdvel total no espaco intra-particular.

De acordo com a equagéo (3), e conforme exemplificado pela Figura 5, pode-se observar
que, para uma mesma condicao de elui¢cdo cromatogréfica, tanto o didmetro de particula como
a espessura da cobertura liquida da fase estacionaria sdo os parametros que mais afetam o valor
global da altura de prato (H). Em outras palavras, a medida em que o didmetro de particula é
reduzido de 5 para 1,8 um, a altura de prato (H) étima também decresce — 0 que corresponde a
um aumento da eficiéncia da coluna. Conclui-se, entdo, que o principal avanco tecnolégico na
busca de melhores eficiéncias de separacdo para a UHPLC é o desenvolvimento de particulas

de fase estacionaria com diametros cada vez menores.



39

Figura 5 — Eficiéncia de separacdo em funcédo do diametro e tipo de particula.

5 um totalmente porosa
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=10
T
8t
6 1,8 um totalmente porosa
4 N . o
2,7 um superficialmente porosa
oL
1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10 12
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Fonte: Adaptado de SNYDER, KIRKLAND e DOLAN (2009).

O uso de particulas de menor tamanho, porém, imprime uma maior resisténcia a
passagem de fase movel pela coluna empacotada, exigindo maiores pressdes de operacdo dos
sistemas cromatograficos para UHPLC. A Figura 6 retrata, de 1960 a 2010, como a reducédo do
diametro das particulas de fase estacionaria incrementou as pressdes necessarias para se realizar
as separacdes cromatograficas, bem como exigiu a diminuicdo do tamanho das colunas de
separacgdo. Por outro lado, o tempo de analise foi reduzido drasticamente e a vazédo de eluente
utilizada ndo sofreu alteracGes consideraveis nas ultimas décadas.

Como mostrado, uma pressdo muito mais elevada deve ser utilizada para se manter uma
vazdo de fase movel praticamente constante utilizando colunas com menores particulas. A
vantagem do uso de particulas com didmetros inferiores a 2 um é que ndo ocorrem perdas
consideraveis em resolucdo e eficiéncia de separagdo a medida em que as vazdes de eluente sdo
aumentadas (Figura 5). Ademais, a Figura 6 (a-f) exemplica como a diminui¢do do tamanho de
particula de fase estacionaria melhora a eficiéncia de separacdo, o que pode ser constatado pela
largura de base dos picos cromatograficos mostrados (em unidades de tempo), sem perdas para
a resolucéo das separacoes.

Entretanto, na pratica, quando as pressdes utilizadas ultrapassam o limite de 5.000 psi
(~340 bar), a fase movel comeca a ter sua viscosidade aumentada de acordo com o aumento da
pressdo (SNYDER, KIRKLAND e DOLAN, 2009). Em outras palavras, pode-se dizer que a
pressdo do sistema ndo aumenta de forma proporcional ao aumento da vazdo de fase movel.

Outro efeito do aumento da pressdo do sistema é o aumento do atrito entre a fase movel e a fase
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estacionaria que preenche a coluna, de forma que calor é gerado neste processo. Uma vez que
estes efeitos ndo sejam controlados de forma eficiente pela instrumentacdo cromatogréfica, a
eficiéncia da separacdo pode vir a ser afetada por variacGes nos coeficientes de difusdo dos

analitos e alteracdes na viscosidade da fase movel.

Figura 6 — Avaliacdo da evolugdo tecnologica em cromatografia liquida. (a-f) Cromatogramas representativos da
separacdo de 5 substdncias sob um mesmo eluente e temperatura de eluicdo. (g-h) Detalhes das condicGes de
analise referentes aos cromatogramas representados em (a-f).
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Fonte: Adaptado de SNYDER, KIRKLAND e DOLAN (2009).

Uma maneira pratica e eficiente de contornar tal problema é o uso de temperaturas de
separacdo maiores que a temperatura ambiente. Dessa forma, a viscosidade da fase movel
diminui consideravelmente e o coeficiente de difusdo dos analitos aumenta, permitindo que
maiores vazOes de fase mével sejam utilizadas mantendo-se a pressao em niveis mais baixos.
O aumento da temperatura favorece com que os equilibrios entre analito-fase estacionaria
acontecam de forma mais répida, levando a uma maior eficiéncia na separagcdo (CELA,
LORENZO e CASAIS, 2002). Porém, se 0 aquecimento ndo se der tanto no eluente como na

coluna cromatografica, gradientes radiais de temperatura podem ocorrer. Para evitar estes
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efeitos danosos, procura-se utilizar colunas cromatograficas de menor didmetro interno, as
quais garantem com que o equilibrio térmico seja atingido de forma mais rapida.

A diminuicdo do tamanho de particulas e do comprimento das colunas cromatograficas,
bem como de seu didmetro interno, levou a um outro problema para UHPLC que até entdo, em
HPLC, ndo era tdo pronunciado: a sobrecarga da coluna, tanto em termos de massa como de
volume. Com a diminui¢do das dimens@es das colunas, uma menor area superficial de fase
estacionaria fica disponivel para interagdo 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 concentracdo (e consequentemente uma massa) muito alta de
analitos for injetada. O principal resultado da ocorréncia de tal fenémeno é a formacédo de
caudas frontais nos picos cromatograficos (SNYDER, KIRKLAND e DOLAN, 2009). Por
outro lado, os sintomas observados quando ocorre uma sobrecarga devido a um volume
exagerado de injecdo sdo o alargamento dos picos cromatograficos, devido ao alargamento da
banda de injecdo. Em casos extremos, 0s picos cromatograficos das substancias que eluem mais
rapidamente inclusive podem apresentar um topo plano, descaracterizando a forma gaussiana

ideal de um pico cromatogréafico.

2.5 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A espectrometria de massas (MS, do inglés mass spectrometry) tem como principio
fundamental a geracdo de ions de compostos organicos ou inorganicos em fase gasosa; a
posterior separacao destes ions de acordo com suas razdes massa-carga (m/z); e, finalmente, a
deteccdo de tais ions, qualitativa e quantitativamente, segundo suas respectivas m/z e
abundancias. A separacdo dos ions é efetivada por meio de campos elétricos ou magnéticos,
sejam eles estaticos ou dindmicos, bem como através de diferencas de velocidades entre ions
em regides livres de qualquer campo atuante (GROSS, 2011).

A primeira etapa de uma andlise espectrométrica de massas é sempre a producao de ions
dos analitos em fase gasosa, a qual recebe o nome de ionizacdo. Tal processo de geracgédo de
ions pode ser brando ou de alta energia, podendo resultar em fragmentacGes das substancias
originalmente introduzidas na fonte do espectrometro de massas. De acordo com a energia
disponivel na etapa de ionizacdo, diferentes espécies quimicas podem ser produzidas, como um

ion molecular, ou fragmentos tais como radicais, moléculas neutras, ou outros ions com nimero
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par ou impar de elétrons. A Figura 7 mostra um esquema das possiveis espécies a serem

produzidas por um dado processo de ionizacéo.

Figura 7 — Esquema representando as possiveis espécies quimicas a serem geradas durante o processo de ionizacdo
por elétrons em um espectrdmetro de massas.
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Fonte: Adaptado de HOFFMANN e STROOBANT (2007).

Uma vez gerado os ions dos analitos de interesse, estes sdo submetidos ao processo de
separacdo de acordo com suas m/z. Atualmente, diversos analisadores de massa estéo
disponiveis no mercado. Dentre eles, os mais conhecidos sdo os analisadores do tipo
quadrupolo, armadilha de ifons, tempo-de-voo, setores elétricos e magnéticos, Orbitrap® e
ressonancia ciclotrénica de ions com transformada de Fourier. Cada um destes analisadores de
massa citados opera com um diferente principio de separacao de razGes m/z. A Tabela 2 lista 0s

diferentes analisadores de massa disponiveis no mercado e seus principios de separacao.

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

Tipo de analisador Sigla Principio de separagdo

Setor elétrico E Energia cinética

Setor magnético B Momento linear

Quadrupolo Q m/z (estabilidade da trajetéria)
Armadilha de ions IT m/z (frequéncia de ressonancia)
Tempo-de-voo TOF Velocidade (tempo do voo)
Ressonancia ciclotronica de ions com transformada de Fourier FTICR  m/z (frequéncia de ressonancia)
Orbitrap® - m/z (frequéncia de ressonancia)

Fonte: Adaptado de HOFFMANN e STROOBANT (2007).

Em uma etapa final, os ions separados pelo analisador de massas chegam ao detector, o
qual tem a funcdo de fazer a contagem de tais ions, determinando a abundancia para cada m/z.
Em geral, os detectores de espectrometria de massas se baseiam na geracao e amplificacdo de
elétrons secundarios produzidos a partir do impacto de particulas energéticas sobre a superficie

de um metal ou de um semicondutor. As particulas energéticas que desencadeiam a producao
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dos elétrons secundarios podem ser tanto espécies neutras, elétrons ou fétons, e ndo apenas 0s
ions separados pelo analisador de massas que chegam ao detector.

E importante salientar que todos os espectrdmetros de massas devem operar em
condicdes de alto vacuo. Baixas pressdes sdo necessarias para permitir com que os ions gerados
pelo espectrometro de massas alcancem o detector sem que ocorram colisdes com outras
moléculas gasosas. Colisbes indesejadas ao longo da trajetéria dos ions podem produzir um
desvio em suas trajetorias de modo tal que a carga dos ions possa ser perdida por meio de
choques dos ions com as paredes do instrumento, impossibilitando a deteccdo. Ademais,
colisBes com outras moléculas podem favorecer reagdes indesejadas em fase gasosa, tornando
0 espectro de massas mais complexo para ser interpretado.

Com base nisso, a intensidade do vacuo necessario para permitir um caminho livre para
o0s ions pode ser calculada pela teoria cinética dos gases, onde o caminho livre L (em m) é dado

por:

kT
L=
V2po

(4)

onde k é a constante de Boltzmann (1,38x10%! J K1), T é a temperatura (em K), p é a pressio
(em Pa) e ¢ é a area da secéo transversal da regifo de colisdo (em m?). Algumas aproximacdes
podem ser feitas (T = 300 K, o = 45x102° m?) de modo a definir o caminho livre L (em cm) em
funcdo da pressdo p (em mTorr), como segue (HOFFMANN e STROOBANT, 2007):

495 -
p

Tendo em vista as etapas envolvidas na analise espectrométrica de massas, bem como
algumas exigéncias fundamentais para a correta operacdo do sistema, pode-se tracar um
esquema generico de um espectrémetro de massas da forma como representado na Figura 8.

Adicionalmente, o sistema de controle/aquisi¢cdo de dados de um espectrdmetro de
massas deve ser rapido o suficiente para ser capaz de sincronizar a operacdo do analisador de
massas com a operacao do detector, tendo em vista que o primeiro é responsavel pela separacdo
dos ions (informacdo qualitativa) e o segundo pela determinacdo da abundancia de tais ions
(funcdo apenas quantitativa). Apenas com plena sintonia entre o analisador de massas e 0

detector é que serd possivel a obtencdo dos espectros de massa.
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Figura 8 — Esquema genérico de um espectrometro de massas.
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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 sdo a alta capacidade de transmissdo dos ions, a rapida velocidade de leitura e o
fato de constituirem espectrometros de massas de tamanhos relativamente pequenos e de menor
custo de aquisicao.

Um analisador quadrupolar é basicamente composto por 4 barras cilindricas ou de se¢édo
hiperbolica, dispostas em um arranjo quadréatico (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 esta sob
efeito do mesmo potencial, o qual é composto por uma componente de corrente continua (DC,
do inglés direct current), U, e uma componente de corrente alternada (AC, do inglés alternating

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

®y,=+(U +Vcoswt) e —dy = —(U + V cos wt) (6)

A Figura 9 mostra a representacéo esquematica de um quadrupolo linear e os diferentes

potenciais aplicados as barras cilindricas que o compde.
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Figura 9 — Representagdo esquematica de um quadrupolo linear composto por barras cilindricas, destacando os
diferentes potenciais aplicados as barras paralelas opostas entre si. (A) Secdo transversal e (B) perfil das barras
cilindricas ao longo do eixo z.

—(U + Vcosmt)

— +(U + Vcosot)

+U + Vcoswt)
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Fonte: Adaptado de GROSS (2011).

Quando um ion adentra no quadrupolo na direcdo z, uma for¢a couldmbica de atracéo é
exercida sobre o ion pelas barras que possuem carga oposta a carga do ion. Tendo em vista que
a voltagem aplicada as barras é governada pela componente de corrente alternada, ao longo do
tempo acabam por se alternar forcas de atracdo e repulsdo nas direcGes x e y, de forma que os
ions passam a ser acelerados nestas duas dire¢des (ESTEBAN, 1993). As forcas induzidas pelos

campos elétricos desenvolvidos sdo dadas por:

szmﬁz—zea (7)
Fy=m%=—zeaa—$ (8)

onde ® é uma funcédo de ®o:
Py = Po(x? —¥?) /1§ = (x* —y*)(U = V cos wt) /1§ (9)

Derivando-se as equacOes (7) e (8) e rearranjando 0s termos obtém-se as equagdes do

movimento dos ions no interior do quadrupolo (equagéo de Paul):

d’x 2ze

Iz + mr? (U=Vcoswt)x =0 (10)
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d*y 2ze
F_m_roz(U_VCOS(ut)y:O (11)

A trajetdria de um ion no interior do quadrupolo somente sera estavel se os valores de x
e y nunca forem iguais ou maiores que ro em um dado tempo. Caso contrario, o ion se chocaria
contra as barras do quadrupolo, perdendo sua carga. Para se obter os valores de x e y durante o
tempo, as equacdes (10) e (11) precisam ser integradas. Tal tipo de equacdo diferencial se
assemelha a teoria das equacfes de Mathieu (GROSS, 2011), de forma que as equacdes (10) e
(11) podem ser escritas da seguinte maneira:

d?x 12
W+(ax+2qxc0521)x=0 (12)
d%y

p) + (ay + 2q,, cos Zr)y =0 (13)

onde o0s parametros a, g e z podem ser entdo obtidos por comparacao das equacdes (12) e (13)
com as equagdes (10) e (11):

8zel mw?r
a, =a, = —ay = mwzroz = au; 8e (14)
4zeV mw?ré
Qu = 4x = —qy = meTOZ = Qu; de (15)
wt
= — 16
T== (16)
w?t?
S a7)

Tais equagOes estabelecem uma relacdo entre as coordenadas de um ion no interior do
quadrupolo ao longo do tempo. E importante observar que tais coordenadas dependem dos
potenciais U e V aplicados as barras e da razdo m/z dos ions em questéo, visto que para um dado
analisador de massas do tipo quadrupolo rg € constante e w é mantido constante. Um diagrama
ay versus qu (Figura 10) é capaz de mostrar as areas de estabilidade para a trajetdria de ions de
uma dada m/z. Nestas areas de estabilidade os valores de U e V sdo tais de modo que x e y ndo

alcancem valores iguais ou maiores que o valor de ro.
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Figura 10 — Diagrama a, versus gy de estabilidade de um analisador quadrupolar mostrando quatro regifes de
estabilidade (A-D) para movimentos ao longo das diregdes x e y.

ay

Fonte: Adaptado de HOFFMANN e STROOBANT (2007).

A Figura 11 traz em detalhe a regido A mostrada na Figura 10, sendo esta a regido mais
usual para a separacdo de massas em um quadrupolo. Nesta figura é possivel observar que
reduzindo U (ay) relativamente a V, um intervalo cada vez maior de m/z pode ser transmitido
simultaneamente pelo quadrupolo. Dessa forma, a largura Aq da regido xy estavel determina a
resolucdo do analisador de massas. Fazendo-se uma varredura da magnitude de U e V a uma
razdao U/V constante (scan line), é possivel fazer uma varredura de m/z cada vez maiores capazes
de percorrer o quadrupolo seguindo uma trajetdria estavel (Figura 12). E com base nesse tipo

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

Figura 11 — Detalhe da metade superior da regido A do diagrama a, versus qu de estabilidade de um analisador
quadrupolar para movimentos ao longo das diregdes x e y.

v XYy
0.3 instavel
my < m, < my \ 7
a \ // maior resolugéo
A
0.237 ‘\ 8.2 canst.

v

q
0.2 \

estavel ao longo de y .
menor resolugéo

m

M2 instavel ao longo de x
0.1

estavel

ao longo
de xy

|
1 T
02 04 | 0807%qs q
Aq -

Fonte: Adaptado de GROSS (2011).
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Figura 12 — Varredura de U e V, a uma razdo U/V constante, de um quadrupolo linear. Uma maior razdo a/q implica
em uma maior resolucdo (R), conforme mostrado pela scan line. R; > R, > Rs.
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Fonte: Adaptado de GROSS (2011).

2.5.2 Espectrometria de massas sequencial

E comum em espectrometria de massas o uso de espectrdmetros hibridos, compostos
geralmente por dois analisadores de massas dispostos em série, sejam eles de mesmo principio
de funcionamento ou ndo. A esses instrumentos diz-se que realizam uma espectrometria de
massas sequencial no espaco, de forma que os ions analisados pelo primeiro analisador sdo
encaminhados para um segundo analisador, geralmente apds uma etapa de fragmentacao
forcada entre esses analisadores. Tal modo de operacdo, chamado de MS/MS (quando dois
analisadores sdo utilizados), aumenta a seletividade.

Dentre as varias combinacgdes de analisadores de massa disponiveis comercialmente, 0s
espectrémetros do tipo triplo quadrupolo (dois analisadores quadrupolares em série) estdo 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 coliséo.

O principio de funcionamento de um hexapolo é muito semelhante ao de um
quadrupolo. Entretanto, esse apresenta um maior intervalo Util de massas para transmissao
simultanea dos ions (HOFFMANN e STROOBANT, 2007). Nos espectrometros do tipo QqQ,
como sdo chamados, um gas inerte de alta pureza (nitrogénio ou argénio) € injetado no interior
do hexapolo que constitui a célula de colisdo (q2) a uma pressdo que variade 0,1 a 0,3 Pa (Figura
13). Dessa forma, a energia interna das moléculas do gas inerte é transferida aos ions, que
viajam através do g2, por meio de colisGes mecénicas, convertendo uma fracao de suas energias
cinéticas em energia interna. Como consequéncia, os ions que sofreram colis6es acabam por se

fragmentar, gerando ions de menor m/z, chamados de ions produto. Tais fragmentos produzidos
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durante a colisdo induzida s@o separados pelo segundo analisador de massas, 0 Qgz, e

direcionados para o detector.

Figura 13 — Esquema de um espectrémetro de massas do tipo triplo quadrupolo. O primeiro (Q1) e o Gltimo (Qs3)
quadrupolos sdo analisadores de massa. O hexapolo central (g2) é uma célula de colisdo utilizada apenas com
aplicacdo de radiofrequéncia para transmissao de todos os ions ali produzidos através da colisdo com um gas inerte.
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Fonte: GROSS (2011).

Os espectrometros de massas do tipo triplo quadrupolo podem trabalhar em diferentes
modos de leitura de m/z. A Figura 14 exemplifica trés desses modos: varredura de ions produto,
varredura de ions precursores e varredura de perda neutra. O primeiro modo de varredura se
baseia na selecdo de um ion com dada m/z no primeiro analisador quadrupolar (Q1), o qual é
fragmentado na célula de colisdo (g2), e tem todos os seus produtos analisados pelo Qs. O
segundo modo de varredura mostrado na Figura 14, por sua vez, se baseia na leitura de um
unico ion produto com dada m/z, o qual pode ser gerado a partir de qualquer ion precursor
analisado no Q1. Por fim, 0 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 fons precursores e os fons produto.

Figura 14 — Diferentes modos de leitura para um espectrdmetro de massas do tipo triplo quadrupolo.
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Fonte: Adaptado de HOFFMANN e STROOBANT (2007).
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Os modos de varredura mais seletivos, no entanto, ndo estdo exemplificados na Figura
14. Trata-se do modo de leitura SRM (do inglés selected reaction monitoring). Eles se baseiam
na selecdo de um Unico ion com dada m/z no Q1, sendo este fragmentado na célula de coliséo
e, posteriormente, um Unico ion produto gerado na fragmentacdo, com dada razdo m/z, €
selecionado no Qs (Figura 15). Tal modo de varredura reduz drasticamente o ndmero de
compostos organicos a serem detectados, uma vez que para um dado ion ser separado pelos

analisadores de massa, se faz necessario existir uma transicdo de massas my — m; especifica.

Figura 15 — Representacdo esquematica do modo de leitura SRM em um espectrdmetro de massas do tipo triplo
quadrupolo.
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Fonte: Adaptado de HOFFMANN e STROOBANT (2007).

.6 CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A unido entre as técnicas de cromatografia liquida e de espectrometria de massas
originou uma das ferramentas mais poderosas da quimica analitica atual, eliminando algumas
importantes limitagdes existentes no acoplamento entre cromatografia gasosa e espectrometria
de massas. Dentre as barreiras derrubadas com o advento do acoplamento LC-MS estdo a
possibilidade de analisar amostras com baixa volatilidade; utilizar aliquotas aquosas sem prévia
extragdo ou troca de solvente; e possuir, como analitos, compostos que sdo termolabeis a
temperaturas usuais em fornos de cromatografia gasosa (MCMASTER, 2005).

Entretanto, tal acoplamento ndo é trivial. As dificuldades se originam no fato de que a
espectrometria de massas opera em baixissimas pressdes e com os analitos em fase gasosa
ionizados, sendo que a cromatografia liquida gera um eluato liquido que precisa ser vaporizado
e ionizado para ser introduzido no espectrometro de massas. Porém, como no processo de
evaporagdo os solventes sofrem uma grande expansdo de seus volumes, se todo o eluato
produzido pela cromatografia liquida for vaporizado e introduzido no espectrémetro de massas,
as capacidades das bombas de vacuo serdo ultrapassadas e qualquer analise sera impossibilitada

de ser realizada.
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Se faz necessério, entdo, o uso de uma interface capaz de remover grande parte do
solvente e dos aditivos que compdem o eluato da cromatografia liquida, sem que sejam
removidos os analitos de interesse. Ademais, 0s analitos devem sofrer um processo de ionizacdo
para estarem susceptiveis a analise por espectrometria de massas. Todos esses fatores séo
alcancados por meio de um uso combinado de gases para nebulizagdo do eluato, aquecedores
para vaporizacgdo da fase liquida e pressdo reduzida para introducdo dos compostos de interesse
no espectrometro de massas. O processo de ionizacdo dos analitos € realizado através de

diferentes mecanismos, tais como por eletrospray, ionizacao quimica e fotoionizacéo.

2.6.1 lonizacao por eletrospray

A interface que realiza a ionizacdo por meio do eletrospray é a mais utilizada dentre as
fontes de ionizacdo comercializadas. Em termos de aplicabilidade, seu uso é bastante amplo,
sendo empregada tanto para analitos ionizados ou ionizaveis como para analitos que apresentam
um certo carater polar (MCMASTER, 2005). A ionizacdo por eletrospray €, também, o
mecanismo de ionizacdo ideal para moléculas de alta massa molecular (>1.000 Da), porém
também mantém sua eficiéncia de ionizacdo inclusive para moléculas de pequena massa.

O principio de ionizacdo por eletrospray se baseia na aplicacdo de uma alta voltagem
(3-5 kV) na ponta de um tubo capilar pelo qual flui, por exemplo, o eluato oriundo da separacédo
cromatografica (ESTEBAN, 1993). E usual que tal tubo capilar seja alocado, de forma
concéntrica, no interior de um outro tubo pelo qual flui um gas inerte que auxilia no processo

de nebulizagdo do eluato (Figura 16).

Figura 16 — Representacdo esquematica da extremidade do capilar no qual o eluato da cromatografia é nebulizado
e ionizado.
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Fonte: Adaptado de GROSS (2011).

Uma vez que o alto potencial aplicado se concentra na ponta do capilar da fonte de
ionizacdo, o liquido que emerge por tal capilar é exposto a um alto campo elétrico, capaz de

gerar uma separacdo de cargas no eletrélito (eluato). Ocorre, entdo, a formacdo de um jato
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liquido contendo um excesso de ions com uma carga de mesmo sinal, gerando uma situagdo
instdvel de repulsdo couldmbica. Tal fenbmeno é nomeado cone de Taylor, e pode ser
observado na Figura 17. Devido a instabilidade, o jato se desintegra em finas goticulas

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

Figura 17 — Foto representando formac&o do cone de Taylor e a rapida expansdo da nuvem de goticulas, formando
uma névoa.
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Fonte: Adaptado de GROSS (2011).

Ao passo em que as goticulas formadas sdo evaporadas pelo gas de secagem que flui em
contracorrente, a densidade de cargas na superficie das gotas aumenta de forma crescente. Em
um dado momento, as forc¢as repulsivas entre as cargas presentes na superficie da gota superam
as forcas coesivas de tensdo superficial do solvente que comp®e a gota, resultando em uma
desintegracdo da goticula em goticulas de menor tamanho. Tal fenémeno ocorre
sucessivamente até 0 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 tedrico
explicado pela Teoria da Carga Residual. Outra abordagem do fendmeno de ionizagdo por
eletrospray é dada pela Teoria da Evaporacdo l6nica (EL-ANEED, COHEN e BANOUB,
2009), a qual preconiza que devido as elevadas forgas repulsivas existentes entre 0s ions na
superficie das goticulas parcialmente evaporadas, alguns destes ions passam a ser dessorvidos
na fase gasosa. A Figura 18 reproduz esquematicamente a formacdo dos ions durante a
ionizacgdo por eletrospray, de acordo com ambas teorias citadas. Por sua vez, a Figura 19 traz
uma representacdo de todo o processo de ionizagdo dos analitos, compreendendo a formacao
do spray carregado, a desintegracdo em cadeia das gotas geradas e a evaporagdo das menores

goticulas com a consequente transferéncia de carga aos analitos.
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Figura 18 — Representagdo esquematica da formagdo dos ions através da ionizagdo por eletrospray.
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Fonte: Adaptado de EL-ANEED, COHEN e BANOUB (2009).

Figura 19 — Representacdo do mecanismo de ionizagdo através da fonte de ionizacédo por eletrospray.
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Fonte: Adaptado de GROSS (2011).

Uma das principais desvantagens da ionizagdo por eletrospray é o conhecido efeito de
supressao ionica. Tal efeito, em geral, ocorre devido aos diferentes raios de solvatacdo e/ou as
diferencas em volatilidade das moléculas presentes em solucdo no eluato da cromatografia.
Dessa forma, ao passo em que as goticulas de solvente carregadas se desintegram em goticulas
menores, as moléculas com maior raio de hidratacdo permanecem dissolvidas no interior de
goticulas maiores. Ao longo do processo de ionizacéo, tais goticulas maiores demoram mais
tempo para serem evaporadas, levando a um decréscimo da taxa de ionizacao destes analitos

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

ionizagédo de tais compostos.

2.6.2 Supressao ionica

O efeito de supresséo idnica se caracteriza pelo decréscimo do sinal do analito na matriz,
quando comparado a uma mesma concentracdo deste analito em um meio constituido apenas
por solventes. Ao contrario da supressdo i6nica, um enriquecimento iénico também pode ser
observado. Além de causar prejuizos a detectabilidade, a supressdo i6nica também pode ser
responsavel por desvios na repetibilidade e na exatiddo de métodos analiticos (LAW, W. S. et
al., 2008). Supress@es de sinal muito pronunciadas podem trazer um resultado falso negativo,
ou no caso de uso de padrdes internos, uma supressao desigual entre o padréo interno e o analito
pode vir a causar um resultado falso positivo.

Existem diversos mecanismos propostos que justificam a supressao idnica, sendo mais
difundida a teoria de que componentes da matriz competem com analitos no momento da
evaporacao das goticulas formadas pelo eletrospray, de forma que somente alguns compostos
atingem a superficie das goticulas e passam para a fase gasosa (FUREY et al., 2013). Além
disso, interferentes podem modificar a viscosidade ou tensdo superficial das gotas produzidas
pelo eletrospray, afetando a eficiéncia da ionizacdo. Competicdo por cargas elétricas
disponiveis também pode ocorrer em matrizes complexas, justificando possiveis diferencas
observadas entre sinais obtidos com matrizes e solu¢es analiticas preparadas em solventes
puros.

Entretanto, a supressao ibnica ndo deve ser considerada apenas como um efeito de
matriz. Efeitos de supressao inclusive podem ser provocados por analitos que coeluem, de
forma que suas areas podem ndo corresponder a soma de suas respostas individuais, indicando
que pode haver um limite pratico de concentracdo de compostos que podem ser ionizados ao
mesmo tempo (LAW, B. e TEMESI, 2000). Causas exdgenas a matriz, como a constitui¢do da
fase movel (LIM e LORD, 2002; ANNESLEY, 2003; HOLCAPEK et al., 2004; GALLART-
AYALA, MOYANO e GALCERAN, 2010) ou a presenca de contaminantes do sistema de
analise (LAW, W. S. et al.,, 2008), também podem contribuir para uma supressao ou
enriquecimento ionico.

Séo relatadas na literatura diferentes formas isoladas de avaliagdo da supresséo ionica.
MALLET, LU e MAZZEO (2004) fazem uma avaliacdo a respeito da influéncia de aditivos da
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fase movel sobre a intensidade de sinais de farmacos &cidos e basicos. Em seu estudo foi
observado que, na grande maioria dos casos, um aumento da concentracdo de aditivos a fase
movel causa uma reducdo de sinal dos analitos. Entretanto, casos andémalos podem ocorrer. Por
sua vez, REMANE et al. (2010) publicaram um estudo em que investigam a influéncia de
farmacos coeluidos sobre efeitos de supressdo idnica e enriquecimento iénico. Para os autores,
0s estudos de supressdo ndo devem ser feitos apenas levando em conta 0s componentes das
matrizes analisadas, ja que uma série de fatores fisico-quimicos dos analitos podem influenciar
na quantificacdo, levando a erros de interpretacdo de resultados.

A influéncia da composi¢do da matriz foi estudada por CHICO, VAN HOLTHOON e
ZUIDEMA (2012), os quais avaliaram diferentes preparos de amostra na anélise de tetraciclinas
em racao. Tanto ensaios qualitativos como quantitativos foram realizados, indicando supressoes
préximas a 70% e enriquecimentos por volta de 20%, quando comparados a andlises de
solugdes analiticas dos analitos. Mais recentemente, MIRNAGHI et al. (2013) realizaram
estudos nos quais avaliam as respostas dos analitos quando submetidos a diferentes diluicdes
das amostras, numa tentativa de medir a supressao idnica causada pela competicdo por cargas
elétricas durante a ionizacdo. Por fim, AVERY (2003) levanta a questdo da supressao iénica
diferencial que pode ocorrer devido & ma escolha de um padréo interno. O estudo feito por ele
compara como Vvaria a razao entre as areas dos sinais do analito e do padrdo 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 padréo interno para o0 método

analitico.
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho é desenvolver um método analitico empregando
cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas que seja
capaz de caracterizar quimicamente espécies vegetais da flora amazénica quanto aos seus teores

de compostos fendlicos.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver um método de separacdo empregando UHPLC-ESI-MS/MS para o0s
analitos (+)-catequina, 3,6-dihidroxiflavona, 3-acetilcumarina, 4-hidroxicumarina, 6-
hidroxicumarina, acido cafeico, acido clorogénico, acido ferulico, acido galico, acido p-
cumarico, acido rosmarinico, acido trans-cinamico, acido vanilico, apigenina, canferol, crisina,
fisetina, galangina, luteolina, miricetina, quercetina, quercitrina, resveratrol e rutina.

e Desenvolver um método de preparo de amostras visando o adequado tratamento de
extratos vegetais para posterior analise por UHPLC-ESI-MS/MS.

e Analisar sistematicamente as diferentes causas de interferéncias por supresséo idnica
na analise de extratos de plantas medicinais utilizando UHPLC-ESI-MS/MS.

e 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 fenélicos abordados como possiveis

marcadores analiticos por este estudo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES

Os padrdes 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 acidos clorogénico, galico, p-cumarico,
rosmarinico, trans-cindmico e vanilico foram adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA).
Os padrdes dos acidos cafeico e ferulico foram adquiridos de Fluka Analytical (Buchs, Suica).
Todos os padrdes eram de grau analitico, com no minimo 95% de pureza, e foram utilizados
sem prévia purificagéo.

Agua 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 Vallgés, Espanha). Acido acético, acido férmico, acetato de
amonio, formiato de amonio e hidroxido de aménio foram obtidos de Sigma-Aldrich. As
solugBes estoque dos padrdes (1.000 mg L) foram preparadas pela dissolugdo de quantidades
apropriadas das substancias em metanol grau LC-MS, e entdo armazenadas em frascos de vidro
ambar a uma temperatura de —30 °C até o momento das anélises. As solugdes de trabalho dos
compostos antioxidantes foram preparadas pela diluicdo das solugdes 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
(depdsito n° IAN 1843394), Bauhinia variegata var variegata (deposito n° IAN 185932),
Connarus perrottetii var angustifolius (Radlk) (deposito n° IAN 184393), Bauhinia variegata
var alboflava (depoésito n°® IAN 185831), Cecropia obtusa Trécul (deposito n°® IAN 185555) e
Cecropia palmata Willd (deposito n® IAN 185556) foi cedido pelo herbario da Embrapa
Amazonia Oriental (Belém, PA). O herbario localiza-se nas coordenadas geograficas
correspondentes a 1°27°21” de latitude Sul e 48°30°14” de longitude Oeste. Todas as plantas
foram coletadas durante a esta¢do chuvosa na regido Norte do Brasil, em trés 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
moidas até obtencéo de um pé fino. Connarus perrottetii var angustifolius foi recebida como
um po seco obtido da casca desta espécie. Todas as demais espécies vegetais foram recebidas
como um po seco obtidos das folhas das respectivas espécies. As amostras secas foram
armazenadas em dessecadores sob vacuo, a temperatura ambiente, até posterior utilizacéo.

Extratos das plantas estudadas foram obtidos por maceracdo a temperatura ambiente
(25 + 2 °C) do material vegetal fornecido. Para tal, 450 g de material vegetal seco moido foi
mantido em 4 litros de uma solucdo de EtOH:H20 (70:30; v/v) por sete dias, com agitacéo
eventual do banho de maceragdo. O solvente foi renovado semanalmente, e o procedimento
descrito acima foi repetido por trés vezes, totalizando uma extracdo de quatro semanas. Apds o
término do processo de maceragdo, uma por¢ao dos extratos obtidos foi filtrada em um filtro de
papel qualitativo e posteriormente evaporada a pressdo reduzida utilizando um evaporador
rotatorio. Como resultado desse processo se obteve um extrato etandlico bruto de cada espécie
vegetal, os quais foram subsequentemente liofilizados a fim de se produzir extratos solidos para
melhor armazenamento.

Para a analise cromatografica, uma massa de cerca de 0,06 g de cada um dos extratos
em po foi ressuspendida em 3 mL de metanol. Tal solucéo foi sonicada em banho de ultrassom
convencional até completa dissolucdo (5 min) e diluida com 12 mL &gua ultrapura.
Posteriormente, acido acético foi adicionado até uma concentragdo final de 0,1% (v/v). Os
extratos foram entdo filtrados através de membranas de PTFE (politetrafluoretileno) hidrofilico
com um diametro de poro igual a 0,2 um.

Extratos das plantas supracitadas também foram obtidos por infusdo de 1,50 g de
material vegetal em 50 mL de dgua ultrapura, a uma temperatura de 90 °C, por um tempo de 10
min. Os extratos obtidos foram entdo filtrados em membrana de PTFE hidrofilico (diametro de
poro igual a 0,2 um) e diluidos com metanol até uma proporcéo de 1:4 (MeOH:H20, v/v), sendo
posteriormente acidificados com &cido acético a uma proporcao final de 0,1% (v/v).

Os extratos liquidos finais obtidos por ambos métodos foram submetidos a uma etapa
de clean-up utilizando extracdo em fase solida (SPE). Cartuchos do tipo Strata C-18E, 500 mg,
3 mL (Phenomenex, Torrance, EUA) foram condicionados com 6 mL de uma solucdo de
MeOH:CH3COOH 0,2% (1:1; v/v) e entdo equilibrados com 6 mL de uma solucdo de
CH3COOH 0,1% (v/v) em dgua. Um volume fixo de 2 mL dos extratos obtidos com composi¢édo
MeOH:H,0:CH3COOH (20:80:0,1; v/v) foi percolado a uma vazdo de 2 mL min™, sendo
seguido por uma lavagem com 2 mL da solu¢do de CH3COOH 0,1% (v/v). Por altimo, os

analitos retidos foram eluidos com 2 mL de MeOH.
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Momentos antes da analise cromatogréfica, o eluato obtido pelo procedimento de SPE
foi diluido 10 vezes com uma solucdo de MeOH:CH3COOH 0,2% (1:1; v/v). Para a
quantificacdo das amostras foi utilizado o método de adicdo do padrdo, sendo que as curvas
analiticas foram construidas com 7 niveis de concentracdo igualmente espacados (desde a
concentracdo do ILOQ até 7 vezes esta), em adicdo ao extrato branco. Os pontos da curva

analitica foram determinados em triplicata.

4.3 DETERMINACAO POR UHPLC-ESI-MS/MS

As separacdes foram feitas através de um sistema de cromatografia liquida de ultra-alta
eficiéncia 1260 Infinity Binary (Agilent, Santa Clara, EUA), capaz de operar em pressdes de
até 600 bar, utilizando uma coluna de fase reversa Zorbax SB-C18, Rapid Resolution HD,
2,1 x50 mm, 1,8 um (Agilent), mantida sob aquecimento a 40 °C. O volume de injecao adotado
foi de 5 pL, sendo que as aliquotas para inje¢ao foram ajustadas para uma composicao final de
MeOH:H.0:CH3COOH igual a 50:50:0,1 (v/v). A mistura de antioxidantes foi separada por
meio de um gradiente de eluicdo composto por &cido acético 0,1% (A) e acetonitrila (B), a uma
vazao constante de 800 uL min*, conforme o seguinte programa de eluicdo: 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 padrdo interno.

O efluente cromatogréafico gerado até o tempo de 7,00 min foi ionizado por meio de uma
fonte de ionizagéo por eletrospray, a qual teve seus parametros otimizados de forma a se obter
a melhor resposta dos analitos, tanto em intensidade como em estabilidade de sinal. Como
condicdo otimizada de operagdo da fonte de ionizacdo obteve-se: vazdo de gas (N2) igual a 11
L/min; pressao do nebulizador igual a 30 psi; voltagem do capilar igual a £ 2,4 KV e temperatura
do gas de secagem (N) igual a 250°C. Os compostos de interesse foram subsequentemente
analisados por meio de um espectrémetro de massas Agilent 6430 Triple Quadrupole, operando
no modo de monitoramento de reacgdes selecionadas (SRM), com uma resolucdo de 0,7 m/z
(FWHM). Nitrogénio de alta pureza (99,999%), fornecido por Linde (Munigue, Alemanha), foi
utilizado como gas de colisdo induzida. As energias de colisdo foram otimizadas para cada
analito e estdo demonstradas na Tabela 3, a qual também indica as transicbes de massa
monitoradas bem como os tempos de retencdo dos analitos estudados. As transicOes de
quantificacdo foram divididas em trés diferentes segmentos temporais de aquisi¢cdo e o tempo

de leitura para cada transicdo foi otimizado em 20 ms. O efluente cromatogréafico 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 cromatogréfica. Apos o fim do ciclo de gradiente, foi adotado um
tempo pds-corrida de 4,00 min, a fim de permitir o completo reequilibrio do sistema, tendo
como base o reestabelecimento da pressdo de operacéo inicial. Os dados adquiridos foram
analisados com o uso do MassHunter Workstation Software Qualitative Analysis (versdo
B.04.00, build 4.0.479.0, Agilent Technologies, Inc. 2011).

4.4 PROCEDIMENTOS ANALITICOS

4.4.1 Avaliacéo de ions precursores dos analitos

Para todos os analitos estudados foi feita uma identificacdo prévia dos seus ions
precursores gerados através da ionizacdo por eletrospray. Para tal, solu¢Ges dos analitos em
MeOH:H,O (1:1, v/v) com concentragcdes proximas a 500 pg Lt foram infusionadas
diretamente no espectrémetro de massas a uma vazao igual a 10 pL min™. Parametros néo
otimizados foram utilizados para a ionizagdo, como: vazdo e temperatura do gas de secagem
(N2) iguais a 6 L min™ e 200 °C, respectivamente, pressdo 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 razdo m/z entre 50 e 700, tanto nas polaridades positiva e negativa de ionizacao. Cada solucéo
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 ions mais abundantes e com massas proximas a massa
exata de cada analito foram assignados como ions precursores. Também foi avaliada a

possibilidade de formacdo de adutos com sodio (Na) ou moléculas de solvente.

4.4.2 Otimizacdo das energias de colisdo dos ions precursores dos analitos

Apbs a identificacdo dos ions precursores de cada analito, foi feito um estudo da
fragmentacéo destes ions através da espectrometria de massas sequencial. Um volume de 10 pL
de cada solugdo analitica com concentragdo proxima a 500 pg L? foi injetado no sistema
cromatografico descrito em 3.3, substituindo-se a coluna cromatografica por uma unido de

volume morto, e utilizando uma vaz&o igual a 200 pL min™ de MeOH:H20 (1:1, v/v).
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(continua)
Segmento . . tr Polaridade Energia do < fon produto Energia de
de SRM Tempo (min) énallto (min)  ESI fragmentor (V) lon precursor (m/z) (quantificacdo/confirmacao) (m/z)  colisdo (V)
1 0-2,8 Acido gélico 029 - 106 169,0 [M—H]" 125,1 [M—H—-CO2]" 10
Acido clorogénico 0,76  — 104 353,1 [M—H]” 191,1 [C/H1106]™ 5
(+)-catequina 077 - 134 289,1 [M—H] 245,1 [M—H-C,H40]" 10
i 203,2 [M—H—C4HGOZ]7 15
Acido vanilico 098 - 92 167,0 [M—H]~ 152,2 [M—H-CH3s]™ 10
) 123,1 [M—H-CO;]" 8
Acido cafeico 099 - 106 179,0 [M—H]~ 135,1 [M—H-CO,]” 10
6-hidroxicumarina 162 - 124 161,0 [M—H]~ 133,2 [M—H-COJ” 17
i 105,2 [M—H-C;0;]" 17
Acido p-cumaérico 183 - 96 163,0 [M—H]" 119,1 [M—H-CO;]” 9
Acido ferdlico 251 - 88 193,1 [M—H]~ 134,1 [M—H-CO,—CHgs]™ 9
178,1 [M—H—CHa]~ 7
2 2,8-5,0 Rutina 316 - 210 609,1 [M—H]~ 300,1 [M—H—-C12H210q] ™ 31
4-hidroxicumarina 336 - 130 161,0 [M—H]~ 117,2 [M—H-CO-]~ 15
Acido rosmarinico 364 - 138 359,1 [M—H]~ 161,0 [M—H—CgH100s]" 7
197,1 [C9H905]7 7
Quercitrina 366 — 164 447,1 [M—H]" 301,1 [M—H-CgH1004]~ 17
Miricetina 374 - 128 317,0 [M—-H] 150,9 [M—H—CgHs04] 21
178,8 [M—H—C7HsO3]" 21
Fisetina 385 - 120 285,0 [M—H] 135,0 [M—H—CgHsO3] 15
163,0 [M—H—-C7HgsO2]~ 15
Resveratrol 390 - 124 227,1 [M—H]~ 185,2 [M—H—-C,H,0]" 13
143,0 [M—H—-C4sH10;]~ 13
3-acetilcumarina 411 + 80 211,0 [M+Na]* 0

211,0 [M+Na]*
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Tabela 3 — Tempos de retencao (tr) e parametros da analise por espectrometria de massas dos compostos fendlicos selecionados.

(continuacdo)

Segmento Tempo (min)  Analito tr Polaridade Energia do fon precursor (m/z) fon produto Energia de
de SRM (min) ESI fragmentor (V) (quantificagdo/confirmacdo) (m/z)  colisdo (V)
Acido trans-cindmico 435 - 90 147,0 [M—H] 103,2 [M—H—CO,] 5
77,1 [M—H—C3H,0,]" 15
Quercetina 460 - 126 301,0 [M—H]~ 151,1 [M—H—-CgHsO3]~ 17
179,0 [M—H—C7Hs02] 15
Luteolina 465 - 162 285,0 [M—H]~ 133,2 [M—H-C7H404]~ 27
151,1 [M—H—CgHcO2] 27
3 5,0-7,0 Apigenina 529 - 136 269,0 [M—H]~ 117,1 [M—H-C7H404]" 29
149,0 [M—H-CgHsO]~ 20
Canferol 535 - 164 285,0 [M—H]~ 239,0 [M—H-CH.02]" 29
117,2 [CsHs0]" 31
3,6-dihidroxiflavona 6,38 — 126 253,1 [M—H]~ 197,0 [M—H-C20,]" 20
208,0 [M—H-CHO]™ 21
Crisina 6,58 — 130 253,1 [M—H]~ 143,1 [C1oH/0]” 25
106,9 [M—H—CgHsO2]™ 25
Galangina 6,74 - 156 269,0 [M—H]~ 169,1 [M—H—C4H.0s]~ 30
211,2 [M—H—C;H,0;] 29

Fonte: Do autor.
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A obtencdo dos dados espectrais foi feita pelo modo de varredura de ions produto,
assumindo como ion precursor os ions identificados através do procedimento 3.4.1, e variando-
se as energias de colisdo de 0 a 35 V, em intervalos de 5 V. Na regido de valores de energia de
colisdo entre os quais houve um aumento consideravel do nimero de fragmentos e o ion
precursor sofreu uma reducéo drastica de intensidade, a energia de colisdo foi variada e avaliada
em intervalos de 2 V. Os espectros foram obtidos desde uma razdo m/z igual a 50 até uma razéo
m/z 30 unidades superior a razdo m/z do ion precursor avaliado.

Foram adotados como 6timos os valores de energia de colisdo em que foram obtidas as
maiores intensidades para os ions produto, ao passo em que ainda houvesse uma pequena

abundancia do ion precursor.

4.4.3 Otimizacéo das condicOes de injecdo, ionizacao por eletrospray e de detecgdo

Uma vez desenvolvido o método de separacdo, uma série de analises foi realizada para
se determinar as condi¢cdes Otimas de injecdo, ionizacdo e deteccdo do método. As condicdes
6timas foram definidas com base nos valores normalizados das areas dos picos cromatograficos
dos analitos para cada variagdo de parédmetro, mantendo-se 0s demais parametros sem
variacoes.

Foram avaliados sequencialmente os seguintes parametros do método: volume de
injecdo (1 a 5 pL, em incrementos de 1 pL); vazdo do gas de secagem (5 a 13 L min*, em
incrementos de 2 L mint); pressdo 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 gas de
secagem (200 a 350 °C, em incrementos de 50 °C); e tempo de leitura para cada transi¢éo de

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

4.4.4 Avaliacdo da supressdo idnica causada por aditivos a fase movel

Analises quantitativas da supressao i6nica causada por aditivos a fase movel foram
realizadas por meio de injecdo em fluxo (FIA, do inglés flow injection analysis) utilizando o
sistema cromatografico ja descrito. Entretanto, a coluna cromatografica foi substituida por uma
conexao de volume morto. Neste estudo foram avaliadas as influéncias de &cido acético, acido

férmico, hidréxido de amodnio, formiato de amonio e acetato de amonio.
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O experimento foi realizado a uma vazio de fase mével de 200 uL. min, injetando-se
um volume de 10 pL dos padrdes devidamente diluidos e enriquecidos com 0,05; 0,1; 0,5 e
1,0% de &cido férmico. Tal procedimento foi idéntico para os vials fortificados com acido
acetico e hidréxido de amonio. Para a avaliacdo da influéncia causada por formiato de aménio
e acetato de amonio as concentracOes de adi¢cdo foram de 5, 10, 20 e 50 mM.

Os procedimentos foram repetidos tanto em eluente composto por MeOH:H20 (1:1, v/v)
como por ACN:H20 (1:1, v/v). lonizagdes por eletrospray com cargas positiva e negativa foram
também comparadas. A aquisi¢do 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
areas dos sinais obtidas em cromatogramas de ion extraido (EIC, do inglés extracted-ion
chromatogram). As injecdes realizadas sem a presenca de aditivos foram utilizadas como
referéncia zero, sendo que os efeitos de supressdo observados foram reportados com
porcentagens relativas negativas e os efeitos de enriquecimento iénico foram reportados com

valores positivos.

4.4.5 Avaliacéo da supresséo ionica causada por coeluicdo de analitos

A supresséo ou enriquecimento i0nico causados por coelui¢do de analitos foi avaliada
quantitativamente dividindo-se os compostos fendlicos estudados em quatro diferentes grupos,
todos contendo as mesmas concentragdes para cada analito (0,5 mg L™?), os quais foram
analisados por meio do método cromatogréafico descrito na se¢do 4.3. O grupo | foi constituido
por todos os 24 compostos fendlicos abrangidos neste trabalho. Os pares de analitos coeluidos
foram divididos em grupos, denominados 11, Il e 1V, de forma que em um mesmo grupo nao
ocorresse nenhuma coeluigéo.

A intensidade dos efeitos de supressdo ou enriquecimento iénicos foram calculadas de
forma relativa para ambos os analitos dos pares coeluidos, utilizando a seguinte equagéo
(REMANE et al., 2010):

Y
Supressao idnica (%) = [f — 1] x 100 (18)
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onde X ¢ area dos analitos A ou B quando o outro analito do par de coelui¢do ndo esta presente
(grupos 11, Il ou 1V), e Y é aarea dos analitos A ou B quando o outro analito do par de coeluicéo
esta presente (grupo ).

Da mesma forma que no item anterior, os efeitos de supressdo observados foram
reportados com porcentagens negativas e os efeitos de enriquecimento iénico foram reportados

com valores positivos. A aquisi¢do de dados se deu em triplicata, utilizando o modo SRM.

4.4.6 Avaliacédo qualitativa da supressao ionica causada por efeitos de matriz

A supressao i6nica causada por influéncia da matriz foi avaliada de forma qualitativa
através de um sistema de infusdo p6s-coluna, o qual foi acoplado por meio de uma conexdo T
ao sistema cromatografico descrito no item 4.3.

Durante as analises cromatograficas, ao mesmo tempo em que foram injetados os
extratos das plantas em estudo (ap6s a etapa de SPE), uma solugéo de 5 mg L™ dos analitos foi
constantemente infusionada a uma vazdo de 10 pL min™. Uma linha de base referéncia foi
obtida através da injecdo de fase mdvel no sistema cromatografico.

As transigdes de todos os analitos foram monitoradas no sistema MS/MS pelo modo
SRM, de modo que decréscimos na intensidade de sinal, quando comparados a linha de base,

indicam componentes da matriz que causam supressao ionica.

4.4.7 Avaliacdo quantitativa da supressao i6nica causada por efeitos de matriz

A supressdo ibnica causada pelo efeito de matriz foi avaliada quantitativamente, em
triplicata, a partir da analise cromatografica de solucGes analiticas dos analitos em
concentragdes de 0,5 mg L, as quais foram comparadas com a analise de extratos de plantas
fortificados com uma mesma concentragdo de padroes (MATUSZEWSKI, CONSTANZER e
CHAVEZ-ENG, 2003). Devido a inexisténcia de amostras brancas para estas plantas
medicinais em termos de compostos polifendlicos, os sinais de base dos analitos nas matrizes
tiveram de ser desconsiderados. Portanto, foi feita a subtracdo das areas obtidas em triplicata
nas analises das matrizes sem adicao de padrdes.

A supresséo idnica foi calculada de forma relativa para os 24 analitos, nas seis plantas

medicinais em estudo, utilizando a seguinte equacao:
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A(matriz+padrﬁes) - Amatriz

Supressio ionica (%) = —1|x 100 (19)

Apadrf)es

onde A é a area do pico cromatografico, sendo que as denominagdes A (matriz+padrées), A(matriz) €
Aadrees) referem-se aos sinais de, respectivamente, matriz adicionada de padrdes, somente

matriz e somente padrdes.

4.4.8 Avaliacdo da supressdo idnica causada por competicao

A supressao ibnica oriunda da competicéo entre ions durante a ionizacdo foi mensurada
pela analise cromatogréafica dos extratos finais, fortificados com padrdes, em diferentes fatores
de diluicdo. Foram avaliadas as propor¢des de 1:2, 1.6, 1:10, 1:16, 1:32, 1:66 e 1:166
(extrato/fase movel, v/v) em triplicata.

Para cada matriz estudada foi plotado um grafico de contorno onde o eixo horizontal
representa o fator de diluicdo do extrato e o eixo vertical, os diferentes analitos estudados. A
superficie do gréfico representa as areas dos picos normalizadas e multiplicadas pelo fator de
diluicdo. Uma vez que nédo haja efeito de supressao ionica sobre os analitos, a coloragdo do

grafico deve se manter constante para cada analito a medida em que o fator de diluicdo aumente.

4.4.9 Avaliagéo da supressdo ionica diferencial

A supressdo ibnica diferencial foi avaliada para o padrdo interno em estudo a partir da
analise cromatografica de solucGes analiticas dos analitos em uma concentracdo de
1 mg L, as quais foram comparadas com a analise de extratos de plantas fortificados com uma
mesma concentracdo de padrbes. Todas as aliquotas utilizadas no estudo foram adicionadas de
0.5 mg L de padréo interno. Os dados foram adquiridos em triplicata, no modo SRM, e a

supressao diferencial foi calculada segundo a raz&o expressa a seguir:

[A(matriz+padr6es) /API - Amatriz/APl]
[Apadrf)es/APl]

Supressao ionica diferencial = (20)
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onde A é a area do pico cromatografico, sendo que as denominagdes A (matriz+padrées), Amatriz),
Apadraes) € Api referem-se aos sinais de, respectivamente, matriz adicionada de padrdes, somente
matriz, somente padrdes e padrdo interno.

A ocorréncia de supressdo ibnica diferencial foi evidenciada quando os resultados

encontrados ultrapassam em +15% o valor assumido como referéncia.

4.4.10 Validacdo do método cromatografico desenvolvido

O método cromatogréafico desenvolvido foi validado atendendo ao protocolo proposto
pelo Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro), publicado sob a
forma do documento de carater orientativo DOQ-CGCRE-008 (INMETRO, 2010). Parametros
como limites de deteccdo e limites de quantificacdo, linearidade, faixa de trabalho,
repetibilidade, precisdo intermediéria, robustez e recuperacao foram avaliados para determinar

a performance do método proposto.

4.4.10.1 Limites de deteccéo e quantificacio

Os limites instrumentais de deteccdo (ILODs, do inglés instrumental limits of detection)
foram determinados visualmente a partir de uma razdo sinal-ruido de 3:1 quando baixas
concentracOes de analitos foram injetadas. As regides antes e apds o pico cromatografico de
cada analito foram consideradas para calcular o ruido de fundo. Da mesma forma, os limites
instrumentais de quantificacdo (ILOQs, do inglés instrumental limits of quantification) para
cada analito foram determinados a partir de uma razdo sinal-ruido 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 analiticas tracadas a partir das areas dos
picos cromatograficos em 10 diferentes concentracfes dos padrbes analiticos igualmente
espacgadas. As concentracOes avaliadas variaram desde a concentracdo do ILOQ de cada analito
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até 10 vezes esta. Os diferentes pontos da curva analitica foram analisados em triplicata e em
ordem arbitréria.

Foram determinados como intervalos lineares as regides das curvas analiticas entre 0s
pontos que apresentaram coeficiente de correlagdo (r) maior que 0,99. Ademais, foram
avaliados os gréficos plotados entre as areas relativas dos picos cromatograficos (area do
pico/concentracdo analisada) versus a concentracdo correspondente em escala logaritmica
(ARAGAO, VELOSO e ANDRADE, 2009). Os valores nas extremidades dos graficos que

excederam a média dos resultados em * 5% foram considerados como sendo ndo-lineares.

4.4.10.3 Repetibilidade e precisdo intermediaria

Para avaliar a repetibilidade, cinco replicatas de solucGes analiticas foram analisadas em
sequéncia, sendo mantidos constantes o operador, as amostras analisadas, a fase movel e as
demais condi¢des operacionais. Para determinar a precisdo intermediaria, 20 replicatas foram
analisadas em cinco dias consecutivos (quatro replicatas por dia), sendo que a cada dia a fase
movel foi renovada e o operador e as amostras analisadas foram mantidos sem variacdo. Os
experimentos de repetibilidade e precisdo intermediaria foram realizados para trés diferentes
niveis de concentracdo e em todas as determinagdes, os desvios padrdo relativos foram

calculados tanto em termos das areas dos picos como dos tempos de retencao.

4.4.10.4 Robustez

A robustez do método foi avaliada pela abordagem de Youden (CESAR e PIANETTI,
2009), tanto para a reposta dos analitos como para seus tempos de retencdo. Sete diferentes
parametros foram estudados usando uma combinacdo fatorial, de maneira tal que foram
considerados os parametros otimizados do método e uma pequena e factivel variacdo destes.
Os parametros avaliados foram: composicao da fase movel
(0,1% CH3COOH/0,07% CHsCOOH; condicdo otimizada/variagdo), vazdo da fase movel
(800 pL min't/820 puL min™), temperatura de separagdo (40 °C/42 °C), temperatura do gas de
secagem da fonte de ionizagdo (250 °C/255 °C), presséo do nebulizador (30 psi/32 psi),
voltagem do capilar de eletrospray (z 2,4 kV/+ 2,5 kV) e vazdo do gas de secagem (11 L min

112 L min). Para interpretacdo 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 padréo entre resultados obtidos para

cada grandeza avaliada.

4.4.10.5 Recuperacéao

Ensaios de recuperagdo foram realizados em seis diferentes matrizes por meio da
fortificacdo das amostras (n=1) com quantidades conhecidas de padrdes dos analitos estudados.
As concentracBes quantificadas pelo método de adicdo do padrdo foram diretamente
comparadas as concentra¢des adicionadas no inicio do estudo. A recuperacao foi calculada por

meio da férmula;

Cdeterminada

Recuperacio (%) = ] %X 100 (21)

Cadicionada

onde Cdeterminada € @ concentracdo de analito quantificada através de uma curva analitica
elaborada pelo método de adi¢&o do padréo e Cadicionada € & cONcentragdo de analito inicialmente

adicionada a amostra.

4.5 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os dados obtidos pelos procedimentos analiticos descritos, quando determinados
através de replicatas, foram interpretados através das medias aritméticas simples acompanhadas
dos respectivos desvios padrdo relativos. Valores extremos (outliers) foram devidamente
avaliados através do teste de Grubbs e, caso necessario, desconsiderados.

Todos os calculos utilizados foram realizados através do software Microsoft® Excel®
2013, versédo 15.0.4797.1000, 64 bits.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE ANALISE POR ESPECTROMETRIA DE
MASSAS

O comportamento dos 24 analitos abordados por este trabalho frente & espectrometria
de massas foi estudado de acordo com os procedimentos descritos nas secdes 4.4.1 e 4.4.2. Para
0s espectros obtidos em modo full scan com ionizacdo em polaridade positiva, a maioria dos
analitos apresentou apenas os clusters isotopicos referentes as 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 Ultimo caso, 0s espectros obtidos
apresentaram melhor relacdo sinal-ruido frente aos espectros relativos as moléculas protonadas.
A excecdo foi para o composto 3-acetilcumarina, o qual apenas foi detectado como aduto com
sodio, [M+Na]*, no modo positivo de ionizagao.

A fragmentacdo dos compostos em estudo foi otimizada variando-se manualmente as
energias de colisdo, de forma a se obter um maior numero de fragmentac6es, mantendo-se uma
pequena abundancia do ion precursor. Para todos os analitos foram tracados graficos de
abundancia dos ions produto versus energia de colisdo, tal como representado na Figura 20 para
o analito &cido trans-cindmico. A energia de colisdo considerada como 6tima foi aquela na qual
0 ion produto de maior intensidade apresentou um maximo de abundancia. Nas situacdes em
gue o maximo de abundancia do ion produto principal ocorreu em uma energia de coliséo tal
que ndo apresentasse abundancia do ion precursor, foi considerado como 6timo um valor de
energia de colisdo um pouco inferior ao valor onde ocorreu 0 maximo de abundéncia do ion
produto principal.

Na ocorréncia de dois ou mais ions produto oriundos de um mesmo ion precursor, a
transicdo do ion precursor para o ion produto de maior abundancia foi nomeada de transicéo de
quantificacdo. Esta transi¢do foi utilizada para os estudos de screening, otimizacdo do método
de separagdo e, posteriormente, para a quantificacdo dos analitos nas amostras. O segundo ion
produto de maior abundancia foi escolhido para definir a transi¢do de confirmagéo, sendo esta
responsavel por introduzir maior seletividade ao método. Todas as condic¢des de fragmentacédo
otimizadas, bem como os fragmentos observados para cada analito, foram relatadas na Tabela
3 (pagina 63).
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Figura 20 — Estudo da fragmentacéo do ion precursor do 4cido trans-cindmico (m/z 147). No detalhe, representacéo
esquematica da fragmentagdo da molécula desprotonada [M—H]~ de é&cido trans-cindmico, evidenciando a
formacdo do ion produto de razdo m/z 103, com uma energia de colisdo 6tima de 5 V. O ion produto de razéo
m/z 77 é formado quando uma energia de colisdo maior que 15 V ¢ aplicada a célula de colisdo.
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Fonte: Do autor.

5.2 SUPRESSAO IONICA POR ADITIVOS DA FASE MOVEL

Os efeitos de supressdo idnica causados por fontes exdgenas as matrizes foram
avaliados. Uma das estratégias adotadas foi o estudo da influéncia da fase mdvel e de possiveis
aditivos as respostas dos analitos frente a ionizacdo por ESI. Tal estudo foi realizado antes
mesmo de 0 método de separacgdo ser desenvolvido. Desta forma, foi possivel avaliar solventes
e aditivos que afetassem negativamente a ionizacdo dos analitos, dando prioridade ao uso,
durante o desenvolvimento do método de separacdo, aos que causassem Menor Supressao
ibnica.

A eficiéncia de ionizacdo da fonte ESI esta diretamente ligada a composicéo da fase
movel. O pH é um importante fator a ser considerado na escolha da fase mdvel, uma vez que
as moléculas ja podem chegar a fonte ionizadas, em fase liquida. Outro fator é a viscosidade, a
qual influencia fortemente o eletrospray, facilitando ou ndo tanto a nebulizacdo quanto a
evaporacdo da fase mdvel. Também ja se é conhecido que determinados aditivos sdo capazes
de suprimir totalmente a ionizagdo, como € o caso do &cido trifluoroacético (TFA), o qual inibe
a deteccdo de analitos no modo negativo de ionizagdo e apresenta fortes influéncias também no
modo positivo (LAW, B. e TEMESI, 2000; LIM e LORD, 2002; ANNESLEY, 2003; FUREY
et al., 2013). Este fendmeno se deve a excelente capacidade do ion trifluoroacetato em atuar
como reagente formador de par idnico, neutralizando assim a carga formal de espécies idnicas
que poderiam vir a ser formadas durante a ionizacgao por eletrospray.

Neste estudo foram avaliadas as influéncias de metanol e acetonitrila na composi¢édo da

fase madvel, na presenca de aditivos que alteram o pH do meio (Tabela 4 e Tabela 5).
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Tabela 4 — Efeitos de supressao e enriquecimento iénicos (%) para aditivos de pH em fase mdvel composta por metanol e agua. O desvio padréo relativo (n=3, %) é dado entre
parénteses.

Metanol/agua (1:1, v/v)
Acido formico Acido acético Hidréxido de amdnio
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(19 -11(0,6) -19(0,7) 45 (2,2) 42 (1) 16 (1,4) 5(11) -93(2,5) -93(1,5) -94(2,6) -96(11,7)
Polaridade negativa
Acido trans-cinamico -54 (17,6) -58 (11,4) -63(23,6) -62 (10,8) 9(26) 14(28) 8(49 -8(172) 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(21) 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(21) 65(0,3) 33(1,6) 27(0,7)

Acido p-cumérico -31(5,9) -43(10,6) -61(58) -66(10,8) -40(53) -40(53) -41(4,6) -46(4,9)  71(28) 70(41) 50(3,6) 45(2.6)
Acido vanilico 45(3,1) -59(5,3) -80(6,9) -86(21,0) -1(52) -6(48) -5(7,5) -22(68) 472(3,7) 449(6,9) 336 (3,4) 299 (3,5)
Acido galico -50(7,3) -54(8,8) -63(9,9) -73(7,6)  -43(9.6) -45(59) -64(11,2) -68(12,9) -77(6,1) -73(7.0) -69(7.5) -68(L,7)
Acido cafeico 29(2,1) -35(7,9) -43(55) -45(53)  -48(6,7) -50(82) -45(6,9) -45(3,6) -19(56) -48(42) -80(55) -84 (5,9)
Acido ferdlico 21(2,6) -28(83) -57(29) -62(177) -19(56) -17(7.1) -13(7,2) -15(81) 280 (4,3) 287 (47) 236(4,2) 255(2,2)
Resveratrol -8(3,6) -20(104) -42(54) -50(6,3) -14(47) -14(47) -25(47) -30(66)  19(38) 12(1,8) -14(16) -25(L6)
3,6-dihidroxiflavona 24 (7,4) -22(6,6) -41(9,7) -50(86)  -4(21) -7(1,3) -15(42) -16(54)  98(20) 103(3,3) 84(0,6) 85(22)
Crisina 24(7,4) -22(6,6) -41(9,7) -50(8,6)  -4(21) -7(1,3) -15(42) -16(54)  98(20) 103(3,3) 84(06) 85(22)
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(24) 41(1,9) 524 -2(14)
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(24) 41(1,9) 5(24) -2(14)
Luteolina -26(7,3) -35(3,7) -49(4,5) -61(56)  -36(4,1) -38(122) -45(74) -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(56)  -36(4,1) -38(122) -45(74) -55(7,7)  -5(3,1) -14(1,8) -36(20) -52(6,7)
Fisetina -26(7,3) -35(3,7) -49(4,5) -61(56)  -36(4,1) -38(122) -45(74) -55(7,7)  -5(3,1) -14(1,8) -36(20) -52(6,7)
(+)-catequina 18(23) 7(25) -3(54) -27(100) 5(97) 7(23) 13(39) -7(41)  -80(126) -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(56) -47(99) -57(53) -69(49) -67(47) -65(53) -73(6,4)
Miricetina -83(4,3) -85(11) -87(9,3) -86(26,4) -77(46) -79(7.6) -85(8,8) -93(12,4) -59(51) -61(7,1) -56(4,3) -59(9,6)
Acido clorogénico 8(4,0) -11(115) -41(9,8) -43(24)  41(98) 14(124) -37(27) -65(297) 165(5,7) 120(4,1) 34(77) -20(6,0)
Acido rosmarinico 58(9,2) 38(17,0) 17(55) -7(37.6) -7(18,7) -1(155) -32(19,0) -51(8,0)  -84(6,0) -79(7,1) -60(7,5) -42(9,3)
Quercitrina 113(59) -17(53) -41(8,1) -52(4,6) -47(6,0) -42(22) -44(28) -50(4,8)  80(64) 66(4,6) 46(29) 19 (53)
Rutina 63(24) 50(46) 24(57) -1(26)  -11(1,9) -4(42) 14(45) -5(60)  192(46) 162(50) 123(3,5) 57 (4,0)

Fonte: FACCIN et al. (2016). Reprodugdo autorizada pela editora Elsevier através da licenga nimero 3905491320418.
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Tabela 5 — Efeitos de supresséo e enriquecimento iénicos (%) para aditivos de pH em fase mével composta por acetonitrila e dgua. O desvio padréo relativo (n=3, %) é dado
entre parénteses.

Acetonitrila/agua (1:1, v/v)
Acido formico Acido acético Hidréxido de amdnio
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(004) -4(02 -21(1,3) -27(0,6) 18(3,2) 18(04) 3(12) -7(2,5) -95(3,1) -94(2,00 -95(5,2) -97(19,2)
Polaridade negativa
Acido trans-cinamico  -66 (6,5) -69 (2,0) -78(7,4) -82(5,9) -8(4,9) -13(53) -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(18) -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(08)
6-hidroxicumarina -39(2,2) -47(2,2) -63(18) -70(2,2) -25(1,5) -29(0,6) -43(1,7) -48(3,3) 37(0,4) 38(2,0)0 45(1,1) 38(0,8)

Acido p-cumérico -39(6,1) -44(52) -59(6,1) -67(10,0) -48(7.8) -45(46) -47(3,2) -51(45)  42(30) 52(27) 76(59) 70(24)
Acido vanilico -65(55) -71(11,4) -84 (24,9) -88(5,1)  -33(65) -28(6,6) -30(4,2) -40(10,7) 243 (49) 281(55) 362 (4,6) 300 (3,2)
Acido galico 37 (2,4) -45(38) -65(44) -73(63)  -33(45) -35(4,3) -42(52) -56(86)  -72(85) -67(99) -55(3,6) -52(7,9)
Acido cafeico 27(1,2) -29(08) -37(3,1) -34(63)  -46(22) -46(6,0) -42(57) -44(19)  -12(44) -40(23) -72(93) -76(7.3)
Acido ferdlico -33(5,3) -41(56) -61(53) -65(75)  -38(7.6) -42(55) -38(56) -42(4,3)  155(15) 197 (1,2) 293(0,6) 310 (2,9)
Resveratrol -37(0,9) -43(2,8) -61(21) -67(54)  -40(45) -44(3,7) -47(98) -53(56) -12(29) -14(1,7) -16(6,3) -22(2,6)
3,6-dihidroxiflavona 28 (2,9) -31(0,6) -40(3,1) -50(57)  -3(0,7) -5(1,7) -13(15) -21(29)  59(0,7) 65(13) 91(31) 96(0,5)
Crisina -28(2,9) -31(06) -40(3,1) -50(57)  -3(0,7) -5(1,7) -13(1,5) -21(29) 59(0,7) 65(1,3) 91(3,1) 96(05)
Apigenina -32(2,8) -39(1,2) -52(8,0) -60(1,2) -17(0,8) -22(44) -32(53) -39(52)  16(1,9) 8(22) 7(1,9) 0(0,9)
Galangina -32(2,8) -39(1,2) -52(8,0) -60(L,2)  -17(0,8) -22(44) -32(53) -39(52)  16(1,9) 8(22) 7(1,9) 0(0,9)
Luteolina -34(0,7) -37(30) -54(51) -62(23) -31(22) -33(3,7) -46(7,0) -53(3,7)  -32(1,0) -32(19) -34(15) -48(23)
Canferol -34(0,7) -37(30) -54(51) -62(23) -31(22) -33(3,7) -46(7,0) -53(3,7)  -32(1,0) -32(19) -34(15) -48(23)
Fisetina -34(0,7) -37(30) -54(51) -62(23) -31(22) -33(3,7) -46(7,0) -53(3,7)  -32(1,0) -32(19) -34(15) -48(23)
(+)-catequina -31(11,8) -34(54) -46(47) -51(9,2) -43(13,3) -35(3,0) -38(9,0) -43(55)  -91(9,9) -90(151) -89 (17,3) -89 (14,7)
Quercetina -37(32) -41(44) -50(4,7) -61(10,8) -35(12,1) -36(43) -44(2,0) -52(10,5) -73(4,1) -68(10) -57(21) -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(155) -58(52) -55(54) -41(8,4) -45(0,8)
Acido clorogénico 39 (17,4) 9(114) -34(56) -57(9,6)  59(4,7) 54(2,3) 21(65) -26(1,2) 133(66) 131(3,6) 88(07) 10 (53)
Acido rosmarinico 25(53) -17(34) -28(2,6) -36(3,6) -16(4,4) -19(34) -43(60) -56(51)  -90(4,5) -87(185) -68(7,6) -53(12,5)
Quercitrina 25(2,7) -32(52) -47(14) -55(69)  -54(46) -52(27) -52(3,4) -59(7,00  57(04) 64(03) 76(1,0) 50 (4,7)
Rutina 13(10,3) -8(69) -28(6,0) -46(104) -47(6,0) -48(6,8) -38(49) -51(53)  84(21) 94(4,6) 98(L4) 44(34)

Fonte: FACCIN et al. (2016). Reprodugdo autorizada pela editora Elsevier através da licenga nimero 3905491320418.
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Embora diferentes comportamentos de supresséo idnica puderam ser observados para
cada analito quando utilizada uma fase mével composta por CHzCN:H20 (1:1, v/v) comparada
a uma fase movel de CH3OH:H20 (1:1, v/v), ndo foi possivel encontrar uma razdo genérica
para tais diferencas. Entretanto, foi observado que a supressdo i6nica (%) tem uma forte
correlacdo logaritmica com a concentracdo molar dos aditivos testados (Figura 21), sendo esta
uma afirmacdo valida tanto para MeOH como para ACN. Corroborando com estes resultados,
LAW, B. e TEMESI (2000) também observaram um aumento da supressao iénica quando

ocorreu um aumento das concentracfes de aditivos.

Figura 21 — Representacdo da correlagdo logaritmica existente entre a intensidade de supressdo iénica (%) e a
concentragdo molar dos aditivos avaliados. No grafico estdo expressos 0s dados experimentais para o analito
galangina, utilizando como solvente ACN:H,0 (1:1, v/v).
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A avaliagdo do uso de aditivos tamponantes (Tabela 6 e Tabela 7) mostrou uma
supressdo idnica mais evidente quando comparado ao uso dos respectivos acidos conjugados
em uma concentracdo similar. Tal supressdo foi causada muito provavelmente por uma alta
concentragdo de anions acetato e formiato completamente dissociados, 0s quais suprimiram a
ionizagdo dos analitos no modo negativo de ionizagdo (YAMAGUCHI et al., 1999). Para a
maioria dos analitos, o formiato de amonio teve uma maior contribui¢do para a supressao idnica

comparado ao acetato de amonio. A possivel razéo para isso € a menor volatilidade do formiato
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de amonio (ponto de ebuli¢do igual a 180 °C), o que resulta na formacg&o de gotas de fase movel
ricas em anions formiato durante a ionizacdo por eletrospray. Adicionalmente, hidroxido de
amonio também foi avaliado como um aditivo, sendo que para muitos analitos, um importante
efeito de enriquecimento iénico foi observado no modo negativo de ionizacao. A possivel causa

para tal efeito foi o aumento consideravel do pH e a consequente desprotonacdo dos analitos

com caréter acido antes mesmo destes chegarem a fonte de ionizagdo (PERIAT et al., 2013).

Tabela 6 — Efeitos de supressao e enriquecimento idnicos (%) para aditivos tamponantes em fase mdvel composta

por metanol e 4gua. O desvio padrdo relativo (n=3, %) é dado entre parénteses.

Metanol/agua (1:1, v/v)

Formiato de aménio Acetato de amonio

5mM 10mM 20mM 50 mM 5mM 10mM 20mM 50mM
Polaridade positiva
3-acetilcumarina -80(1) -88(2) -92(2) -96(2) -51(3) -62(1) -74(2) -80(2)
Polaridade negativa

Acido trans-cindmico  -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)
Acido p-cumérico -35(7) -52(13) -62(5) -74(3) -42 (4) -54(6) -64(6) -80(17)
Acido vanilico -55(5) -70(11) -79(9) -90(7) -45(6) -57(2) -69(16) -88(29)
Acido galico -25(3) -35(11) -38(11) -37(15) -5(9) -20(13) -20(6) -47(17)
Acido cafeico -36 (6) -42(15) -51(12) -60 (16) -25(2) -39(12) -47(5) -66(4)
Acido fertlico -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 153 -2(8) -13(9) -30(4) 29(7) 18(1) -10(4) -39(8)
Apigenina 11(33) -13(9) -26(4) -42(7) 3(7) -7(9) -28(8) -55(14)
Galangina 11(33) -13(9) -26(4) -42(7) 3(7) -7(9) -28(8) -55(14)
Luteolina 509 -21(3) -34(5 -45(10) -3(7) -17(14) -30(14) -46(8)
Canferol 509 -21(3) -34(5 -45(10) -3(7) -17(14) -30(14) -46(8)
Fisetina -5(09) -21(33) -34(5) -45(10) -3(7) -17(14) -30(14) -46(8)
(+)-catequina 25(10) -7(12) -30(13) -52(14) 609 -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)
Acido clorogénico -12 (12) -17(11) -27(11) -34(3) -21(8) -40(5) -45(9) -68(19)
Acido rosmarinico 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). Reproducéo autorizada pela editora Elsevier através da licenga nimero

3905491320418.
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Tabela 7 — Efeitos de supresséo e enriquecimento idnicos (%) para aditivos tamponantes em fase mével composta
por acetonitrila e agua. O desvio padréo relativo (n=3, %) é dado entre parénteses.

Acetonitrila/agua (1:1, v/v)
Formiato de amdnio Acetato de amonio
5mM 10mM 20mM 50 mM 5mM 10mM 20mM 50 mM

Polaridade positiva
3-acetilcumarina -60(1) -76(1) -83(1) -91(4) -51(1) -61(1) -73(1) -79(2)
Polaridade negativa
Acido trans-cindmico  -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(22) -60(1) -67(3)

Acido p-cumérico -38(2) -55(8) -65(6) -75(9) 47 (3) -62(4) -71(8) -78(6)
Acido vanilico -51(10) -69(4) -79(8) -91(41) -49(1) -63(4) -79(9) -88(9)
Acido galico 40 (14) 46(3) 48(7) 46(2) 54 (5) 33(6) 1(8) -36(6)
Acido cafeico -22 (6) -32(5) -44(10) -52(10) -15(5) -36(5) -50(6) -66 (10)
Acido fertlico -15(0) -40(6) -62(7) -78(17) -27(8) -46(8) -68(2) -84(17)
Resveratrol 6(2) -25(1) -47(Q) -71(5) 16(2) -14(6) -41(3) -67(7)
3,6-dihidroxiflavona 912 -27(3) -41(5 -57(5) 2(3) -18(4) -34(3) -50(7)
Crisina 912 -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) 140 -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)

Acido clorogénico 12 (8) 7 (6) -6(9) -14(8) -18(9) -34(17) -68(29) -83(10)

Acido rosmarinico 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). Reproducdo autorizada pela editora Elsevier através da licenga nimero
3905491320418.

Para o desenvolvimento do método de separacao adotou-se uma fase movel com carater
acido a fim de facilitar a retengdo dos analitos em cromatografia liquida de fase reversa. Dessa
forma, optou-se por utilizar acido acético como aditivo de fase moével por causar, em linhas
gerais, menor supressao iénica que os demais aditivos testados. Neste ambito, acido formico
néo foi utilizado no desenvolvimento do método de separacéo por este apresentar um pKa mais
baixo que o &cido acético, o que poderia favorecer a ionizagcdo de interferentes com algum
carater basico na analise de plantas medicinais.

Por outro lado, um valor de pH apropriado para a fase movel poderia ser atingido usando
uma menor concentracdo de acido formico que a concentracdo de acido acético adotada (0,05%
(v/v) para &cido férmico, ao invés de 0,1% (v/v) para acido acético). Entretanto, a esta

concentracdo de acido formico, os efeitos de supressdo iénica observados para vérios analitos
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foram muito préximos aqueles causados por &cido acético a uma concentracao de 0,1% (v/v).
Adicionalmente, a robustez do método poderia ser afetada com o uso de &cido férmico, devido
a maior volatilidade deste &cido e as possiveis mudancas de composi¢cdo na fase mével ao longo

de varias analises em sequéncia.

5.3 DESENVOLVIMENTO DO METODO DE SEPARACAO POR UHPLC

Neste estudo foi utilizada uma coluna cromatografica de fase reversa (C18) para a
separagdo de 24 compostos fendlicos, os quais foram escolhidos como analitos tendo por base
a frequéncia com que sdo reportados em estudos de caracterizacdo quimica de plantas e
alimentos com relevada importancia medicinal. Para se desenvolver e otimizar o método de
separacdo dos analitos utilizando cromatografia liquida foi seguido o planejamento
experimental proposto por SNYDER, KIRKLAND e DOLAN (2009), o qual se baseia nas
seguintes etapas:

1. Definicdo da técnica cromatogréafica a ser utilizada;
2. Realizacdo de um experimento inicial para definicdo do modo de eluigéo a ser
utilizado (isocratico ou gradiente).

No caso de adogdo do modo de eluicdo por gradiente:

3. Otimizacéo do fator de retencéo (k) dos analitos;

4. Otimizagao do fator de separacdo (o) dos analitos;

5. Ajuste do intervalo e perfil do gradiente de eluicéo;

6. Otimizag&o da eficiéncia (N);

7. Determinacdo do tempo de reequilibrio da coluna cromatogréfica.

Para avaliar a necessidade de uma separagéo com eluigéo por gradiente, a teoria descrita
por SNYDER, KIRKLAND e DOLAN (2009) foi aplicada. Esta teoria propde o
estabelecimento de um gradiente inicial cuja composicdo de solvente organico varia de 5 a
100%, em um tempo de gradiente (tc) variavel conforme o volume morto (Vm) calculado para
a coluna cromatografica em uso. O volume morto, em mL, pode ser estimado pela seguinte

equacéo:

Vv, =5x%10"%L d2 (22)
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onde L é o comprimento da coluna, em mm, e dc é o didmetro da coluna, também em mm.
Entdo, conforme a equacéo (22), a coluna utilizada neste trabalho (sec¢éo 4.3) possui um volume
morto calculado igual a 0,11 mL.

A partir dessa estimativa é possivel entdo calcular o tempo de gradiente necessario para
que todos os analitos tenham um fator de retencdo maximo préximo a 5, evitando uma analise

excessivamente longa. A equacdo que nos da tal estimativa é:

e = ZSV?Aqb (23)
onde Vm é 0 volume morto, A4¢4 é o intervalo de variacdo da composicao de fase mével, em
termos do solvente orgénico, e F é a vazdo da fase movel utilizada. Dessa forma, entdo, o tempo
de gradiente ideal para se fazer uma primeira avaliacéo da separacdo cromatografica é de 3 min,
considerando uma variacdo da concentracdo de acetonitrila de 5 para 100%, a uma vazéo de
fase movel igual a 0,8 mL min™.

Sob estas condicdes, utilizando acido acético a uma concentracéo de 0,1% (v/v) como
fase mével A do gradiente de eluicdo, foi obtida a separacdo cromatografica mostrada a seguir
(Figura 22), onde o primeiro analito foi eluido a um tempo de retencédo igual a 0,35 min e 0

ultimo analito foi eluido a 3,03 min.

Figura 22 — Separacdo cromatografica obtida inicialmente para avaliagdo da necessidade de se utilizar uma eluigéo
por gradiente (TIC SRM). Fase movel composta por acido acético 0,1% (v/v) e acetonitrila, a uma vazéo de 0,8
mL min? e a uma temperatura de 40 °C. Coluna Zorbax SB-C18, Rapid Resolution HD, 2,1 x 50 mm, 1,8 um
(Agilent).
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Ainda de acordo com SNYDER, KIRKLAND e DOLAN (2009), a razao At,/t; indica

a necessidade de uma separacédo por gradiente sempre que seu valor for superior a 0,40, onde
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Atr é a diferenca entre os tempos de retencdo do primeiro e Ultimo picos cromatogréficos.
Atraveés dos dados experimentais obtidos incialmente, a raz&o calculada foi de 0,89, indicando
claramente a necessidade da utilizacdo de um gradiente de eluicdo para obtencdo de uma
separacao cromatografica adequada.

As informacbes qualitativas obtidas a partir desse primeiro experimento também
indicam trés diferentes problemas: primeiro, um dos analitos é eluido em um tempo de anélise
muito curto; segundo, ha um grupo de trés picos que sao eluidos tardiamente; e, por fim, ha um
grande bloco de analitos que eluem em um intervalo de tempo bastante restrito. Os trés fatores
juntos sdo o suficiente para caracterizar uma separagdo como complexa, visto os diferentes
comportamentos de interacdo entre todos o0s 24 analitos e a coluna cromatogréfica.

Na sequéncia se procedeu a otimizacdo do fator de retencdo dos analitos, onde a
composicao inicial da fase movel foi testada frente a diferentes propor¢des de AcOH 0,1% (v/v)
e ACN. Foram testados gradientes de eluicdo com tg igual a 3 min, os quais foram iniciados
com 10 e 15% de ACN compondo a fase mével e concluidos a uma concentra¢do de ACN igual
a 100%, mantendo sempre a vazao de fase movel igual a 0,8 mL min™. A Figura 23 indica que
houve uma condicdo mais favoravel de eluicdo dos 24 analitos quando a composicdo da fase
movel inicial estd entre 5 e 10% de ACN.

Uma sequéncia de analises permitiu otimizar a concentracdo inicial de ACN que
compde o gradiente de eluicdo. Foram testados os valores de 6, 7, 8, e 9% (v/v), sendo que a
concentracdo inicial de 8% de ACN (v/v) foi a que melhor permitiu uma separacao dos analitos
que compunham o inicio do cromatograma, ainda permitindo um leve atraso na eluicdo do
primeiro analito. Como o uso de concentracdes de ACN inferiores a 8% (v/v) afetaram a
separacao de outros analitos ao longo do gradiente de eluicdo, optou-se por manter uma etapa
isocratica inicial para permitir uma maior separacao entre os picos iniciais. Tendo em vista que
o0 tempo de atraso entre o inicio do gradiente de eluigéo e a sua chegada a coluna cromatografica
(gradient delay) é de 2 min para o sistema cromatogréafico utilizado, o tempo adotado para esta
etapa isocratica foi de apenas 0,1 min no programa de elui¢do. No entanto, pode-se dizer que,
embora virtualmente, a condigéo isocratica perdura por cerca de 2 min ao longo da separacéo
cromatografica.

Dando prosseguimento a otimizacao da separacdo o tempo de gradiente foi variado, a
fim de modificar os fatores de separacdo dos diversos analitos. Mantendo-se a condicdo
isocrética inicial, foram testados os tempos de gradiente igual a 3, 9, 10, 14 e 16 min (Figura
24). Em todos os casos citados, a composic¢do de acetonitrila variou de 8 a 100% (v/v) no

intervalo de tempo considerado. A ultima das condi¢fes avaliadas (ts igual a 16 min) teve
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melhor desempenho quanto a separacdo dos analitos comparada as demais. Entretanto, foi
percebido que os analitos eram eluidos muito antes da finalizacdo do programa de eluicéo.
Dessa forma, a parte final da eluicdo foi otimizada, interrompendo-se o programa de eluicéo
em 8 min, a uma concentracao de acetonitrila igual a 54%, sem prejuizos a separacao (Figura
25).

Figura 23 — Otimizacéo da parte inicial do programa de eluicdo por gradiente (TIC SRM). De cima para baixo:
concentragdo inicial de acetonitrila igual a 5, 10 e 15% (v/v). Fase mével composta por &cido acético 0,1% (v/v) e
acetonitrila, a uma vazéo de 0,8 mL min™ e a uma temperatura de 40 °C. Coluna Zorbax SB-C18, Rapid Resolution
HD, 2,1 x 50 mm, 1,8 um (Agilent).
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Figura 24 — Otimizacg8o do tempo de gradiente (TIC SRM). De cima para baixo: tempo de gradiente igual a 3, 9,
10, 14 e 16 min. Fase mdvel composta por 4cido acético 0,1% (v/v) e acetonitrila, a uma vazdo de 0,8 mL min?e
a uma temperatura de 40 °C. Coluna Zorbax SB-C18, Rapid Resolution HD, 2,1 x 50 mm, 1,8 pm (Agilent).
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Figura 25 — Otimizacéo da parte final do programa de eluicdo por gradiente (TIC SRM). Fase mével composta por
acido acético 0,1% (v/v) e acetonitrila, a uma vazdo de 0,8 mL min' e a uma temperatura de 40 °C. Coluna Zorbax
SB-C18, Rapid Resolution HD, 2,1 x 50 mm, 1,8 um (Agilent).
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Para avaliar uma possivel mudanca na seletividade da coluna cromatografica, variou-se
a temperatura de separacdo em 10 °C (de 40 para 50 °C). A nova condi¢do avaliada modificou
o tempo de retencéo de alguns analitos, porém, ndo demonstrou possiveis melhoras na resolugéo
entre os picos obtidos (Figura 26). Dessa forma, optou-se por manter a temperatura de separagéo
em 40 °C. Uma temperatura menor ndo foi avaliada por causar aumento da viscosidade da fase

movel e consequente aumento da pressao de operacdo do sistema cromatografico.

Figura 26 — Otimizacdo da temperatura de separacdo. De cima para baixo: temperatura de separacao igual a 40 e
50 °C. Fase mdvel composta por acido acético 0,1% (v/v) e acetonitrila, a uma vazdo de 0,8 mL min. Coluna
Zorbax SB-C18, Rapid Resolution HD, 2,1 x 50 mm, 1,8 um (Agilent).
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Uma vez definidas as condigdes iniciais e finais do programa de elui¢do por gradiente,
foram otimizadas as etapas intermediérias da eluicdo. Para favorecer a separacdo dos analitos
que eluiam mais rapidamente, a inclinacéo inicial da rampa de gradiente foi diminuida, de forma
a aumentar os fatores de retencdo destes analitos. Por conseguinte, a inclinacdo da rampa de
gradiente para os ultimos analitos do cromatograma foi aumentada, acelerando a eluigdo de
todos os analitos e encurtando o tempo de analise cromatografica. A melhor condicdo foi obtida
em uma separacdo de 7,00 min, utilizando um gradiente de separacdo em etapas lineares no
qual a concentracdo de acetonitrila variou desde 8% até 54%, com uma mudancga de inclinagédo
na rampa de gradiente em 3,45 min (o programa completo de elui¢do por gradiente esté descrito
na secao 4.3, pagina 61). Nestas condicdes, entretanto, coeluicbes completas ocorreram entre
acido clorogénico/(+)-catequina e acido vanilico/acido cafeico, ndo ocorrendo interferéncias
isobaricas nestes casos. A Figura 27 mostra um cromatograma obtido apds a otimizacdo da

separacao dos 24 analitos estudados.

Figura 27 — Cromatograma otimizado obtido da analise dos 24 analitos abordados por este estudo no modo de
monitoramento de reacdes selecionadas (EIC SRM). (A) acido galico, (B) &cido clorogénico, (C) (+)-catequina,
(D) &cido vanilico, (E) cido cafeico, (F) 6-hidroxicumarina, (G) acido p-cumarico, (H) acido ferulico, (1) rutina,
(J) 4-hidroxicumarina, (K) &cido rosmarinico, (L) quercitrina, (M) miricetina, (N) fisetina, (O) resveratrol, (P) 3-
acetilcumarina, (Q) acido trans-cindmico, (R) quercetina, (S) luteolina, (T) apigenina, (U) canferol, (V) 3,6-
dihidroxiflavona, (W) crisina e (X) galangina.
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Por fim, foi determinado experimentalmente que o tempo de equilibrio da coluna
cromatografica necessario para realizacdo de analises em sequéncia era de 4 min. Tal valor foi

definido com base no restabelecimento integral da presséo inicial de operacao do sistema.

5.4 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE INJECAO, IONIZACAO POR ELETROSPRAY
E DE DETECCAO

Ap6s 0 método de separacdo ter sido desenvolvido demandando esforcos apenas as
otimizagdes de eficiéncia cromatografica, retencdo e separacdo, foi realizada a otimizacéo de
determinados parametros experimentais que nao afetam diretamente o resultado da separacao
cromatografica. Dentre tais parametros podemos citar o volume de injecdo, as condicGes de
operacdo da fonte de ionizacdo e a velocidade de leitura do espectrometro de massas.

Embora conceitualmente a fonte de ionizagdo por eletrospray seja uma fonte sensivel a
concentracdo e ndo a massa, otimizou-se o volume de injecdo. Foram avaliados volumes de 1 a
5 L, variando-se de 1 em 1 puL. Como pode ser observado na Figura 28, ocorre um aumento
da é&rea dos picos cromatograficos a medida em que se aumenta o volume de injecdo, sendo que
foi considerado como 6timo o volume de 5 pL face a sua maior resposta comparado aos outros
valores avaliados. Volumes maiores que 5 pL ndo foram testados por se tratarem de volumes
gue podem comecar a trazer prejuizos quanto a forma dos picos, devido a sobrecarga da coluna
cromatografica, conforme ja abordado na secao 2.5.

Os parametros da fonte de ionizacdo também foram otimizados. Dado que a eficiéncia
da ionizacdo é fortemente afetada pela composicdo da fase movel, é fundamental que a
otimizagdo dos pardmetros operacionais da fonte de ionizacdo seja realizada apds o método de
separacdo estar otimizado. Quando se utiliza uma eluigdo por gradiente tal cuidado torna-se
ainda mais critico, visto que a composicao da fase mdvel se altera ao longo do tempo.

Embora usualmente a maioria dos pardmetros da fonte de ionizacao por eletrospray seja
mantido de forma constante ao longo de toda analise cromatografica, é importantissimo fazer
uma analise de otimizacdo nas condicdes reais de separacdo e, ademais, englobando todos 0s
analitos. A otimizacdo, entdo, deve ser entendida como uma situacdo de compromisso entre
todos os analitos, e ndo necessariamente como a melhor condigdo para cada um deles. As
figuras a seguir mostram o comportamento dos 24 analitos em solucdo analitica frente a
variacdo da vazdo e temperatura do gas de secagem, da pressdo do nebulizador e da voltagem

do capilar de eletrospray. As condices finais e otimizadas foram descritas na se¢éo 4.3 (vazéo
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e temperatura do gas de secagem igual a 11 L/min e 250 °C; pressdo do nebulizador igual a 30

psi e voltagem do capilar igual a £ 2,4 kV).

Figura 28 — Otimizacédo do volume de injecéo.
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Figura 29 — Otimizacdo da vazdo do gas de secagem da fonte de eletrospray.
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Figura 30 — Otimizacédo da temperatura do gas de secagem da fonte de eletrospray.
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Figura 31 — Otimizac&o da pressdo do nebulizador da fonte de eletrospray.
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Figura 32 — Otimizacdo da voltagem do capilar da fonte de eletrospray.
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A velocidade de leitura do espectrémetro de massas também é um importante fator a ser
otimizado, principalmente quando um ndmero grande de transicdes € monitorado
simultaneamente. Uma vez que seja dedicado um tempo de leitura muito grande para cada
transicdo de massas, certos picos cromatograficos extremamente finos poderiam passar
despercebidos pelo espectrometro de massas até que o ciclo de leitura de transicdes fosse
finalizado. Nesse ambito, é importante confirmar que cada pico cromatografico possua entre 8
e 12 pontos de leitura, como minimo. Dessa forma, se garante um pico bem definido e sem
perda de informagoes.

Por outro lado, se o tempo de leitura dedicado a cada transicdo for demasiadamente
pequeno, a intensidade final dos picos cromatogréaficos podera ser drasticamente reduzida, visto
que apenas uma parcela dos ions gerados é separada pelos analisadores e finalmente detectada.
A Figura 33 mostra a otimizagdo do tempo de leitura para todos os 24 analitos estudados.
Assumiu-se como 6timo o tempo de leitura igual a 20 ms. Embora a area dos picos fosse
relativamente superior com um tempo de leitura de 30 ms, os picos obtidos nessa condicao

possuiam no maximo 9 pontos de leitura cada.



91

Figura 33 — Otimizagdo do tempo de leitura de cada transi¢do de massa pelo espectrdmetro de massas.
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5.5 SUPRESSAO IONICA POR COELUICAO DE ANALITOS

Em métodos de separagdo que abrangem classes distintas de analitos em uma mesma
analise, a resolucdo de possiveis coeluicbes é condicionada a escolha de parametros
experimentais otimizados que, muitas vezes, sdo eleitos em detrimento a uma ou a outra classe
de analitos. Cria-se uma situacdo de perda e ganho que deve ser rigorosamente administrada,
visto que como consequéncia pode-se ter uma coeluicédo parcial ou total entre alguns analitos.
Entretanto, em métodos que utilizam a cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de
massas este fato pode ndo se caracterizar como um problema grave, ja que a espectrometria de
massas confere um alto grau de seletividade as analises, podendo resolver os casos de coeluicao.

Embora a espectrometria de massas confira uma maior seletividade as anélises, a
coeluicdo em analises por LC-MS pode apresentar um comportamento totalmente anémalo
quando comparado a outros métodos de deteccdo. Um exemplo pode ser facilmente tracado
para uma analise levada a cabo por HPLC/UV-Vis, na qual a area dos picos coeluidos é muito
proxima a soma das areas destes mesmos picos analisados isoladamente, para um mesmo

comprimento de onda. No caso de analises por LC-MS, as areas dos picos obtidos
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individualmente podem ndo ser iguais as areas destes picos quando determinadas em uma
situacdo de coeluicdo. Este fendbmeno é conhecido como efeito de supressdo idnica de analitos
coeluidos (REMANE et al., 2010).

A Tabela 8 apresenta os resultados do estudo de supressao ou enriguecimento iénicos
feitos neste trabalho para os analitos que coeluem total ou parcialmente no método de separacao
desenvolvido. E possivel observar que, salvo uma excegao, em todos 0s casos em gue ocorreram
coeluicdo os sinais foram influenciados por um efeito de enriquecimento iénico. Em outras
palavras, em quase nenhum dos casos estudados a coeluicdo afeta a detectabilidade dos analitos,

pelo contrario, alguns deles tém seus sinais aumentados na ordem de 90%.

Tabela 8 — Supressao ou enriquecimento idnicos medidos em pares de analitos coeluidos. O desvio padrao relativo
(n=3, %) é dado entre parénteses.

Par de analitos coeluidos Analito A influenciado pelo B Analito B influenciado pelo A
Analito A Analito B Média (%) Média (%)
Acido clorogénico  (+)-catequina 97,5 (22) -2,5 (26)
Acido vanilico Acido cafeico 3,8 (50) 7,0 (37)
Acido rosmarinico  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). Reproducdo autorizada pela editora Elsevier através da licenga nimero
3905491320418.

Sabe-se que tal fendmeno é fruto de efeitos sinérgicos que atuam sobre o0 mecanismo de
ionizacdo, tais como alterac@es na viscosidade e tensao superficial das gotas, além de variagdes
do eluato quanto a sua afinidade por cargas elétricas (GOSETTI et al., 2010). Tendo em vista
que este estudo de supressdo ibnica causada pela coeluigdo de analitos foi realizado usando
solucdes analiticas, foi, entdo, eliminada a influéncia de qualquer componente de matriz nos
resultados obtidos. Dessa forma, a coeluicdo de dois ou mais analitos com carater acido pode
favorecer um maior acumulo de cargas negativas na extremidade do capilar, regido também
denominada como cone de Taylor. Este maior acimulo de cargas também ocorre nas gotas
geradas durante a ionizacdo por eletrospray, as quais sdo constituidas por acetonitrila, agua,
4cido acético e os analitos coeluidos. A medida em que tais gotas secam, as forgas repulsivas
entre 0s anions superam a tensao superficial das gotas, levando ao chamado limite de Rayleigh.
Com um maior nimero de cargas nas gotas, o limite de Rayleigh pode ser alcangcado mais

rapidamente, aumentando a eficiéncia global da ionizacgéo.
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Porém, em estudos de quantificacdo utilizando padrdo interno, tal efeito de supressao
por coeluicdo de analitos pode ser bastante prejudicial. Se a influéncia dos analitos coeluidos
sobre as areas de seus préprios sinais for variavel conforme seus niveis de concentracdo na
amostra, alteraces na razdo entre as areas de analito/padrdo interno serdo percebidas, podendo

resultar em falsos positivos ou falsos negativos na quantificagéo.

5.6 DESENVOLVIMENTO DE METODO PARA PREPARO DE AMOSTRAS POR
EXTRACAO EM FASE SOLIDA

Todas as amostras de plantas utilizadas neste trabalho foram pré-tratadas por extracao
em fase sélida, com a finalidade Unica de reducdo da influéncia de espécies interferentes na
ionizacdo de analitos e de protecdo da coluna cromatogréfica contra interaces irreversiveis. O
método utilizado descrito na se¢do 4.2 foi adaptado do método previamente desenvolvido por
LIMA (2013).

Do método original, o &cido cloridrico utilizado para acidificar os solventes utilizados
foi substituido por &cido acético a uma concentracdao final igual a 0,1% (v/v), visando a
compatibilidade com o sistema de espectrometria de massas. A etapa de lavagem com agua
acidificada foi mantida, a fim de evitar com que os analitos fossem eluidos devido & maior forga
eluotrépica de misturas com solventes organicos. Também foi mantido o metanol como
solvente de eluicdo na SPE, uma vez que o método cromatografico adotado para analise das
amostras de plantas utiliza acetonitrila como fase mével final do gradiente de eluicdo. Sendo o
metanol de forca eluotrépica menor que a acetonitrila, evita-se que sejam eluidos compostos
retidos no cartucho de SPE que poderiam ficar posteriormente retidos de maneira irreversivel
na coluna cromatogréfica.

O procedimento de extracdo em fase sélida entdo modificado foi avaliado quanto a
recuperacdo dos analitos atraves de duas diferentes abordagens. Em um primeiro momento foi
analisada uma solugdo analitica dos 24 analitos que compreendem este trabalho sem pré-
tratamento com SPE, sendo que as areas dos picos cromatograficos resultantes foram
comparadas com as areas obtidas na analise da mesma solucéo analitica ap0s a aplicacdo do
método de extracdo em fase solida desenvolvido. Em uma segunda etapa, a recuperacdo do
método de SPE foi avaliada por meio da analise de um extrato de Cecropia obtusa, o qual sofreu
pré-tratamento com SPE e posteriormente foi fortificado com uma solucéo analitica dos 24

analitos. As areas dos picos cromatograficos obtidos com a analise cromatogréafica de tal
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amostra foram comparadas com as areas obtidas da analise do mesmo extrato fortificado com
os analitos previamente ao pré-tratamento com SPE. Os resultados destes experimentos sao

mostrados na Figura 34.

Figura 34 — Avaliacao das recuperagdes de analitos obtidas pelo procedimento de extragdo em fase sélida.
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Da analise da Figura 34 é possivel observar que para a maioria dos analitos foram
obtidas recuperacdes satisfatdrias, variando entre 80 e 120%. Para o analito acido galico uma
recuperacdo extremamente baixa foi obtida tanto para solu¢des analiticas como para a anélise
da amostra real. Tal fato é explicado devido a alta polaridade deste analito e a sua consequente
baixa retengdo no sorvente da SPE composto por C18. Também foram obtidas baixas
recuperacdes para os ultimos analitos relatados no grafico, quando feita a determinacdo em
amostra real. Estes analitos sdo também os ultimos a serem eluidos da coluna cromatografica
utilizando o método de separacéo desenvolvido. Entende-se, portanto, que outros componentes
endogenos a matriz avaliada retardaram a eluicdo destes ultimos analitos do cartucho de SPE
quando comparado & determinacdo utilizando apenas solucGes analiticas. Entretanto, por se
tratar de um método de analise de compostos de multiplas classes, assumiu-se uma situacédo de
compromisso entre um volume de eluicdo adequado que evitasse com que interferentes

indesejados de menor polaridade fossem também eluidos.
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5.7 SUPRESSAO IONICA PELO EFEITO DE MATRIZ

A causa mais frequentemente avaliada de supressdo idnica em analises por LC-MS ¢ a
oriunda de efeitos causados por componentes enddgenos das matrizes, sendo esta chamada de
supressao iénica pelo efeito de matriz. Sua causa esta centrada principalmente no fato de que
alguns componentes da matriz possuem maior ou menor afinidade por cargas durante a
ionizacdo, podendo interferir no mecanismo de ionizacao dos analitos pela fonte ESI.

Perfis da supressdo ibnica nos extratos tratados com SPE das seis plantas em estudo
foram registrados a partir dos cromatogramas de ion totais obtidos conforme descrito no item
4.4.6. A analise do comportamento de tais perfis em cada uma das matrizes, e sua comparagao
com a referéncia de fase movel, permite fazer uma 6tima avaliacdo qualitativa dos efeitos de
supressdo idnica ao longo da analise cromatografica. Por exemplo, é possivel observar pela
Figura 35 que ndo ha nenhuma grande zona de supressdo ibnica identificada nos
cromatogramas, para todas as matrizes avaliadas, de forma que comprometa 0 método como
um todo. Os casos existentes observados sdo de supressdes pontuais, muito provavelmente
causadas por compostos especificos eluidos no decorrer da analise cromatogréafica dos extratos
de plantas.

E importante salientar que na analise qualitativa, a presenca prévia de analitos nas
matrizes pode originar um falso efeito de enriquecimento i6nico, como observado
principalmente na Figura 35 B e na Figura 35 C. Quando detectados, tais comportamentos
devem ser desconsiderados desta analise, uma vez que sdo inconclusivos visto a
impossibilidade de se encontrar amostras brancas das espécies estudadas para a determinacdo
de compostos fendlicos.

Entretanto, na analise quantitativa (Figura 36) o conteudo prévio de analitos nas
matrizes € incluido no célculo da supressdo por efeito de matriz. Desta forma, é possivel notar
a influéncia deste fenbmeno para cada analito em todas as plantas medicinais avaliadas. S&o
observadas supressoes i0nicas tdo intensas quanto 60% bem como efeitos de enriquecimento
ibnico maiores que 70%. De forma generalizada, observou-se que a maior parte dos analitos
apresenta comportamento semelhante entre as diferentes matrizes quanto a supressao iénica.
Excecdes a tal afirmagcdo podem ser observadas para acido galico, &cido clorogénico,
quercitrina, miricetina e quercetina, 0s quais demostraram comportamentos totalmente
diferentes quando comparados entre as matrizes determinadas. Ademais, para duas plantas de

mesma espécie, porem de diferentes variedades, observou-se uma sintonia entre o
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comportamento dos analitos nas duas matrizes qu

anto a supressao idnica. O mesmo n&o se pode

afirmar com tamanha precisdo para as duas plantas de mesmo género abrangidas pelo estudo.

Figura 35 — (A) Perfis de supressdo idnica qualitativa obtidos por infusdo dos compostos fendlicos depois da

injecdo de fase mdvel (branco) e depois da injecdo de ext

ratos de plantas pré-tratados e ndo-fortificados. (B-G)

Perfis do efeito de matiz calculado a partir dos perfis de infusdo de cada matriz com relacdo 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.
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Figura 36 — Resultados quantitativos para supressdo ou enriquecimento iénicos para todos os analitos em todas as matrizes avaliadas.
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E importante ressaltar que os efeitos de supressio e enriquecimento i6nicos
demonstrados pela Figura 36 foram observados apds o tratamento das amostras com SPE, a
qual € um dos métodos de clean-up mais recomendados para eliminacdo de interferentes
presentes em matrizes para posterior analise por métodos de separacdo (GOSETTI et al., 2010;
FUREY etal., 2013).

5.8 SUPRESSAO IONICA POR COMPETICAO DURANTE A IONIZACAO

A competicdo é outro fendmeno muito bem conhecido que ocorre durante 0 mecanismo
de ionizagdo por ESI. Estudos indicam que uma concentragdo de fons proxima a 10° M
constitua um limite superior para que uma ionizacao por eletrospray seja efetiva (KEBARLE e
TANG, 1993). Para que ocorra supresséo ionica advinda deste fendmeno, basta que as matrizes
possuam compostos enddgenos presentes em altas concentracdes e que sejam facilmente
ionizados por ESI. Desta maneira, uma vez que grande nimero de tais compostos coelua na
analise cromatografica por LC-MS, rapidamente ocorrera um evento de supressdo ibnica
(FUREY et al., 2013).

A fim de avaliar a ocorréncia de supressdo ibnica por competicdo nas matrizes
analisadas pelo método de separacgdo desenvolvido, realizou-se um estudo utilizando os extratos
tratados por SPE adicionados de padrdes dos compostos fenolicos. Varios fatores de diluicdo
destes extratos foram analisados por LC-MS. Uma vez que ndo haja ocorréncia de supressao
ibnica por competicdo, as areas dos picos cromatograficos multiplicadas pelos respectivos
fatores de diluicdo fornecem um valor constante, considerando 0s erros experimentais
(MIRNAGHI et al., 2013). Adicionalmente, considerando que o nimero de ions produzidos por
unidade de tempo é aproximadamente constante, a diluicdo dos extratos proporciona uma
diminuicdo da competicédo por cargas elétricas durante a ionizagdo, e uma consequente reducao
dos efeitos de supressao idnica causados por tal mecanismo.

A Figura 37 mostra os resultados observados para este estudo, onde as diferentes regides
do gréafico mostram as areas dos picos cromatograficos normalizadas e multiplicadas pelo fator
de diluicdo. Nenhum efeito de supressdo por competicdo é observado nas regides pretas dos

gréaficos. Por sua vez, as regides mais claras podem indicar tais efeitos.
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Figura 37 — Resultados de supresséo idnica por competicdo. O eixo horizontal representa o fator de dilui¢do do
extrato e o eixo vertical representa os analitos. A superficie representa a area dos picos normalizada e multiplicada
pelo fator de diluicdo, 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.
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Se a area clara do gréfico se origina de um fator de diluicdo menor em direcdo a um
maior, observa-se a ocorréncia do fendmeno de supresséo iGnica por competicdo. Em outras
palavras, a medida em que se aplicam maiores dilui¢des, as respostas dos analitos acabam sendo
relativamente mais intensas do que quando aplicadas diluicdes 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 diferencas de comportamento observadas
principalmente na Figura 37 E e F, frente as outras figuras, indicam uma possivel forte relacéo
entre analitos e matrizes no que diz respeito a supressao iénica diferencial. Por outro lado, se
uma regido clara se origina de um fator de diluicdo maior em dire¢do a um fator de diluicéo
menor, isto ndo significa consequéncias de uma competicdo idnica, e sim de uma proximidade
da concentracdo dos analitos aos respectivos limites de deteccdo. Este comportamento é
observado em todas as matrizes para os analitos &cido clorogénico, &cido rosmarinico e
miricetina.

Da analise dos graficos também é possivel inferir um fator de diluicdo para o qual pode-
se minimizar os efeitos de supressao idnica por competicdo sem que se comprometa a detec¢édo
de compostos fendlicos. Neste estudo, entdo, como sendo o ideal para otimizar os efeitos de
supressdo observados, passou-se a assumir um fator de diluicdo para os extratos obtidos por
SPE igual a 10 vezes.

5.9 SUPRESSAO IONICA DIFERENCIAL

O uso de padrdes internos nas analises por LC-MS é bastante difundido. Eles sdo tidos
como uma das principais formas de compensacdo dos efeitos de supressdo idnica, ja que
respondem a ionizagdo de forma muito semelhante aos analitos. Entretanto, dependendo da
regido do cromatograma em que tais padrdes internos séo eluidos, estes podem coeluir com
componentes da matriz diferentes daqueles que coeluem com os analitos. Esta situacdo gera
diferentes condi¢Oes para a ionizagdo de padr@es internos e de analitos em uma mesma anélise
cromatografica, podendo causar o que se chama de supresséo diferencial.

A fim de avaliar o efeito diferencial existente nas especies de plantas estudadas por este
trabalho, foi realizado um ensaio especifico utilizando 2-naftol como padrdo interno para a
analise de compostos fendlicos em plantas, o qual ja teve seu uso relatado na literatura

(ESMAEILI et al., 2011). Uma vez nédo havendo supressdo diferencial, a razdo entre as areas
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dos picos de analitos e padréo interno deve ser aproximadamente a mesma quando comparadas
analises em matrizes e em solucdes controle.

Como pode ser observado na Figura 38, o padrdo interno estudado apresentou
comportamento varidvel em cada matriz analisada. Para acido galico, acido cafeico, acido
rosmarinico, miricetina, acido clorogénico, luteolina e quercetina a razdo entre as areas
analito/padréo interno € no minimo 30% maior quando medida nas matrizes, se comparada a
medidas feitas em uma solugéo analitica em MeOH/CH3COOH 0,2% (v/v). A situagdo inversa
é observada para o &cido vanilico, onde na analise das matrizes a razdo entre as areas de analito

e padrdo interno chega a ser 28% menor do que em solugdes analiticas.

Figura 38 — Resultados de supressdo i6nica diferencial para 2-naftol como um potencial padrdo interno. As razdes
entre as areas dos picos dos analitos e do padrdo interno foram normalizadas com relacdo a uma solugdo analitica
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 solugdo 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.
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Em estudos de quantificacdo sujeitos aos efeitos da supressao diferencial, a calibragdo
com padréo interno pode trazer severos erros. Nos casos em que a razdo entre os sinais de
analitos e padrdo interno aumenta em determinadas matrizes, resultados falsos positivos podem
distorcer a realidade e levar a conclus6es totalmente equivocadas (ANTIGNAC et al., 2005). A
variabilidade de comportamento observada entre matrizes semelhantes (plantas de mesmo
género ou até mesmo de mesma espécie) é outro ponto de atengdo interessante, expandindo o
argumento de ISMAIEL et al. (2008) também para a analise de extratos de plantas. Segundo
ele, estudos de supresséo idnica em uma unica fonte bioldgica podem néo ser suficientes para
assegurar a validade do método em varias fontes de matrizes muito semelhantes.

A extensdo da supressao diferencial pode ser reduzida diminuindo-se o tempo de anélise
cromatografica, proporcionando com que o padrdo interno coelua com os analitos, como
defende MORTIER et al. (2004). Ainda segundo ISMAIEL et al. (2008), foi observada uma
correcdo das variagdes causadas pela supressao diferencial através do uso de padrdes internos
deuterados com estruturas moleculares idénticas a de analitos. Porém, estudos posteriores
realizados por BERG e STRAND (2011) mostram que o uso de padrdes internos marcados com
13C compensam a supressdo diferencial de forma mais eficiente em analises de UHPLC frente
aqueles marcados com 2H. Entretanto, alguns estudos reportam que quando LC-ESI-MS ¢é
utilizada, os padrdes marcados contribuem para a supresséo idnica de analitos nativos presentes
nas amostras (LIANG et al., 2003; SOJO, LUM e CHEE, 2003; GAY, NIEMANN e MUSSER,
2006).

A avaliacdo das diferentes causas de supressao idnica permite concluir que a adocdo de
uma Unica medida preventiva ou corretiva ndo é o suficiente para tornar um método utilizando
LC-MS isento do fendmeno de supressdo idnica. Neste estudo, ndo s6 as matrizes avaliadas
contribuem para que a supressdo idnica seja bastante intensa, como também a propria
composicdo da fase movel utilizada na separacéo e o fator de diluigdo utilizado para as amostras
a serem determinadas por cromatografia liquida (medidas preventivas). Ademais, a utilizagdo
da extracdo em fase sélida como método de preparo de amostras tem um papel fundamental na
reducdo de interferéncias causadas por determinadas classes de compostos, também se
caracterizando por ser uma medida preventiva de supressdo idnica. Como alternativa para
contornar os efeitos indesejados de supressao i6nica estaria o uso de padrdes internos marcados
para todos os 24 analitos estudados, uma vez que a utilizagcdo de um namero reduzido de padrbes
internos associa um grande erro ao método devido & enorme variabilidade existente entre as
amostras estudadas. Entretanto, o uso de marcados inviabilizaria economicamente a aplicacédo

do método de analise, devido ao altissimo custo de aquisicédo de tais substancias. Por fim, como
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medida corretiva a supressdo ibnica, cabe se utilizar do pequeno tempo de andlise
cromatogréafica para empregar o método de adicdo de padrdo como método de quantificagcdo

dos analitos avaliados nas amostras estudadas.

5.10 VALIDACAO DO METODO DE ANALISE

A performance do método desenvolvido foi avaliada pela determinacdo de parametros
instrumentais, tais como limites de deteccdo e quantificacdo, linearidade, faixa dindmica,
repetibilidade, precisdo intermediéria, robustez e recuperacdo. Tais parametros foram avaliados
de acordo com o exposto no item 4.4.10, sendo que os resultados referentes a detectabilidade e
linearidade estdo sumarizados na Tabela 9 e os resultados referentes a precisdo e exatiddo do
método desenvolvido estdo descritos na Tabela 10.

Para 0 método desenvolvido, 19 dos 24 analitos contemplados por este trabalho
apresentaram limites de deteccdo variando entre 0,5 e 8,4 pg L, com excecdo de 6-
hidroxicumarina (14,0 pug L™?), 4cido vanilico (15,1 ug L™?), 3-acetilcumarina (29,8 pg L),
canferol (33,1 ug L) e miricetina (130,3 pg L!). Portanto, 0 método proposto apresenta uma
adequada detectabilidade, tendo em vista que as substancias antioxidantes estudadas devem
estar presentes em concentragdes maiores que a nivel de traco para que desempenhem uma
atividade bioldgica significativa nas matrizes avaliadas.

As curvas analiticas feitas para o estudo da faixa linear de aplicacdo do método
mostraram uma linearidade satisfatoria, com coeficientes de correlacdo (r) maiores que 0,99. A
linearidade também foi avaliada e confirmada pelo grafico tracado entre as areas relativas (area
do sinal/concentracdo analisada) e o logaritmo das concentracdes correspondentes (Figura 39).
Os valores das extremidades do grafico que ultrapassaram a média dos resultados obtidos em
+5% foram considerados como sendo n&o-lineares.

Em termos de precisdo, o método desenvolvido apresentou repetibilidade e preciséo
intermediéria inferiores a 5% para o0s tempos de reten¢do de cada analito, conforme Decisdo da
Comissdo das Comunidades Europeias que trata a respeito do desempenho de métodos
analiticos (EC, 2002). O maior coeficiente de variacdo calculado para o tempo de retencédo dos
analitos estudados foi de 1,8% (para um tempo de retencdo de 0,76 min). Ja as areas dos picos
apresentaram uma repetibilidade que variou de 1,0 a 13,1% e uma precisao intermediaria entre
4,2 e 13,8%, enquadrando-se nos limites propostos pela ANVISA (2003).
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Tabela 9 — Parametros de validacéo referentes a detectabilidade e linearidade instrumentais do método de UHPLC-
ESI-MS/MS desenvolvido.

ILOD ILOQ Faixa linear

Analito r (n=3) Sensibilidade
(gL (ugLl?) (ngL?)

Acido galico 7,7 25,6 76,7 - 230,2 0,9953 3,7
Acido clorogénico 7,7 25,5 51,0 - 254,9 0,9968 3,0
(+)-Catequina 75 25,1 100,2 - 250,4 0,9972 2,1
Acido vanilico 15,1 50,2 98,3-491,4 0,9976 2,1
Acido 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 51
Acido p-cumérico 2,0 6,5 14,0 - 56,0 0,9977 17,8
Acido fertlico 8,3 27,6 59,3 - 296,4 0,9990 4,5
Rutina 3,7 12,5 125-112,2 0,9934 15
4-Hidroxicumarina 19 6,2 13,3 - 66,6 0,9964 32,2
Acido rosmarinico 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 51
Resveratrol 4,0 13,5 145 -1447 0,9981 3,9
3-Acetilcumarina 29,8 99,3 381,3-762,6 0,9982 12,5
Acido trans-cindmico 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 59 16,4 - 54,5 0,9974 14,9
Apigenina 1,8 59 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 30,4-1215 0,9949 2,2

Fonte: Do autor.
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Tabela 10 — Precisdo e exatiddo instrumentais do método de UHPLC-ESI-MS/MS desenvolvido.

Repetibilidade (n=5, RSD %) Precisdo intermediaria (n=20, RSD %)
Analito Area do pico cromatografico Tempo de retencéo Area do pico cromatografico Tempo de retengio Re_clup;ra[g)ég (:A’)
Nivel de concentragao’ Nivel de concentracdo’ Nivel de concentragao’ Nivel de concentragao’ (n=1, RSD %)
Baixo Intermediario Alto Baixo Intermediario Alto Intermediario Intermediario
Acido galico 1,1 3,3 1,0 0,0 0,0 0,0 10,7 1,7 94,8 —109,8 (5,7)
Acido clorogénico 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)
Acido vanilico 7,3 6,2 3,7 0,0 0,6 0,6 11,2 1,0 96,7 —106,7 (3,6)
Acido 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 51 3,9 5,6 0,3 0,3 0,5 7,8 1,2 99,2 —103,7 (1,8)
Acido p-cumérico 1,2 6,6 5,7 0,3 0,3 0,6 7,6 1,2 96,4 —106,4 (3,5)
Acido ferdlico 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)
Acido rosmarinico 41 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 04 96,6 —111,9 (5,6)
Fisetina 10,8 7,2 54 0,1 0,1 0,1 8,2 04 93,7-103,6 (3,4)
Resveratrol 51 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)
Acido trans-cinamico 4,0 49 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 57 0,4 95,4 -103,3 (2,8)
Luteolina 2,1 57 8,4 0,1 0,1 0,2 6,9 0,5 93,5-105,3 (4,0)
Apigenina 5,4 52 54 0,1 0,1 0,1 57 0,5 98,3 —104,5 (2,1)
Canferol 55 7,4 6,1 0,1 0,1 0,2 7,5 0,5 100,3-109,2 (2,3)
3,6-Diidroxiflavona 3,3 34 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 45 4,6 0,1 0,1 0,2 7,2 0,3 91,7 —109,9 (6,6)

INivel de concentracdo baixo igual a 2 vezes o ILOQ de cada analito; nivel intermediario igual a 5 vezes o ILOQ; e nivel alto igual a 8 vezes o ILOQ.
¥ O desvio padrdo relativo é calculado entre as recuperagdes obtidas para uma replicata de cada uma das seis matrizes estudadas.
Fonte: Do autor.
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Figura 39 — Gréfico representando a avaliagéo da linearidade para a curva analitica de acido ferdlico.
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Fonte: Do autor.

Ensaios de recuperacdo foram realizados em seis diferentes matrizes a partir da
fortificacdo dos extratos obtidos das plantas com os analitos abordados neste estudo. De
maneira geral, as recuperacOes determinadas experimentalmente variaram entre 92-112%. As
exce¢des sdo para rutina em Bauhinia variegata var. variegata (124%) e acido clorogénico e
quercitrina em Bauhinia variegata var. alboflava (123% e 124%, respectivamente).

Por fim, a avaliacdo 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 anélise dos resultados demonstrou
que 0 método € robusto. Foi constatado que apenas dois analitos apresentaram uma alteracao
significativa (embora muito pequena) nos seus tempos de retengdo quando foram submetidos a
uma variagdo na vazao da fase movel. Por sua vez, as areas dos picos cromatograficos de dois
analitos apresentaram leves variacfes com a mudanca da vazdo do gas de secagem da fonte de
ionizacdo. Para um total de quatro analitos, diferencas mais pronunciadas nas areas de pico

foram perceptiveis apenas com a mudanga da composi¢do da fase movel.

5.11 APLICACAO DO METODO NA ANALISE DE EXTRATOS DE PLANTAS
MEDICINAIS

O método desenvolvido foi aplicado em seis plantas medicinais (trés diferentes coletas
sazonais para cada planta) oriundas da regido amazoOnica brasileira, tendo por objetivo a
determinacéo e quantificacdo de alguns de seus constituintes fendlicos. Considerando que 0 uso
tradicional das plantas estudadas se da por meio do consumo de chés, foram feitas infusdes dos
materiais vegetais para elucidar alguns dos compostos potencialmente bioativos a serem
extraidos desta maneira. Ademais, na hip6tese de ser extraido maior niUmero de compostos
fendlicos, também foram feitos extratos etandlicos por maceragéo, conforme descrito na secdo
4.2. Uma vez que os extratos das plantas estudadas ndo séo isentos de compostos fenolicos

(indisponibilidade de amostras brancas) e que apresentaram consideraveis efeitos de supressao
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i6nica por UHPLC-ESI-MS/MS, as quantificagdes dos extratos analisados foram levadas a cabo
pelo método de adigdo de padrao.

Os resultados obtidos pelas determinac@es realizadas no modo de aquisicao de dados
por monitoramento de reacdes selecionadas (SRM) mostraram que todas as plantas medicinais,
em pelo menos uma das coletas realizadas, apresentaram no minimo 9 dos compostos fenolicos
estudados, sendo rutina e os acidos ferulico, p-cuméarico e vanilico os mais frequentemente
encontrados. Importantes concentragcdes de rutina foram determinadas nas variedades de B.
variegata (até 2,52 mg g™ de planta), bem como de &cido clorogénico nas espécies do género
Cecropia (até 0,57 mg g de planta). Diferentemente das demais espécies estudadas, Connarus
perrottetii var angustifolius apresentou uma grande concentracdo de catequina (chegando a
1,77 mg g de planta a partir da infusdo). As informagGes detalhadas obtidas a partir das
determinac6es e quantificacdes dos compostos fendlicos feitas nos 36 extratos vegetais estdo

sumarizadas desde a Tabela 11 até a Tabela 16.

Tabela 11 — Concentragdes dos compostos fendlicos em Cecropia palmata determinadas por UHPLC-ESI-MS/MS
utilizando infusdes e extratos etandlicos de trés diferentes coletas. Os valores sdo dados em pg g* de planta,
seguidos do desvio padrdo para concentragdo (em pg g2).

Cecropia palmata

Analito Infusdo Extrato etandlico

12 coleta 22 coleta 32 coleta 12 coleta 2% coleta 32 coleta
Acido galico - - - - - -
Acido clorogénico 4750+16,6 359,1+199 60,1+1,2 2402+7,7 1,1+0,03 497+19
(+)-catequina 240+17 223109 3,7+0,6 335125 0,3+0,01 1,1+£0,2
Acido vanilico 112+23 18,5+0,3 10,2+0,9 52+2,0 0,3+0,02 2,3+0,4
Acido cafeico 23,0+£0,7 145+0,7 19,8 +0,7 344+31 19+0,1 58+0,3
6-hidroxicumarina - - - - - -
Acido p-cumérico 42+04 3,6+0,1 49+0,2 175+1,0 0,8 +0,02 0,9 +0,02
Acido ferdlico 34+0,7 41+0,6 2,2+0,8 50+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 - - - - - -
Acido rosmarinico - - - - - B

Quercitrina 0,2+0,1 - 0,1+0,02 23,1+1,1 - <ILOQ
Miricetina - - - - - -
Fisetina - - - - - -
Resveratrol - - - - - -
3-acetilcumarina - - - - - -
Acido trans-cinamico  5,0+0,8 25+0,3 29104 1,3+0,9 0,03+0,01 0,5+£0,2
Quercetina <ILOQ <ILOQ <ILOQ 42827 <ILOQ 0,4+0,2
Luteolina - - - 56+04 0,02+0,004 0,3+0,04
Apigenina - - - 244+16 - -
Canferol - - - <ILOQ - -
3,6-diidroxiflavona - - - - - -
Crisina - - - <ILOQ - -
Galangina - - - - - -

Fonte: Do autor.
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Tabela 12 — Concentrac6es dos compostos fendlicos em Cecropia obtusa determinadas por UHPLC-ESI-MS/MS
utilizando infusGes e extratos etandlicos de trés diferentes coletas. Os valores sdo dados em pg g* de planta,
seguidos do desvio padrdo para concentragdo (em pg g™2).

Cecropia obtusa

Analito Infusdo Extrato etan6lico

12 coleta 2% coleta 32 coleta 12 coleta 2% coleta 32 coleta
Acido galico - - - - <ILOQ -
Acido clorogénico 568,2+ 26,6 2875+9,2 312,1+8,6 455,8 + 4,3 8,3+0,3 216+04
(+)-catequina 66,9+ 2,7 94947 16,1+0,9 244 +177 42+0,2 2,8+0,1
Acido vanilico 10,3+1,6 128+1,8 4,2+0,8 10,1+2,1 1,3+£0,1 0,3+0,1
Acido cafeico 319+1,3 21,0+1,3 6,2+0,2 13,8+1,9 49+0,2 0,4 +0,03
6-hidroxicumarina - - - - - -
Acido p-cumérico 2,9+0,2 2,3+0,3 1,8+0,1 1,304 0,7 +0,01 0,1+0,01
Acido fertlico 3,2+0,7 2,8+0,6 2,3+0,3 16+05 0,3+0,04 0,1+0,03
Rutina 38,0+1,0 459+20 75,7+1,0 219+26 1,6 £0,05 6,9+0,1
4-hidroxicumarina - - - - - -
Acido rosmarinico - - - - - -
Quercitrina 3,6+0,2 35+0,2 - 44+£04 0,2+0,01 <ILOQ
Miricetina <ILOQ - - 382+95 - -
Fisetina - - - - - -
Resveratrol - - - - - -
3-acetilcumarina - - - - - -
Acido trans-cinamico 1,8 +0,6 41+£0,6 45+0,5 0,5+0,3 0,1+0,02 0,3+£0,1
Quercetina 25+0,5 <I1LOQ <I1LOQ 325+24 9,9+0,3 <ILOQ
Luteolina <ILOQ <ILOQ - 4,4+0,7 0,7+0,01 <ILOQ
Apigenina - - - 153+1,3 - -
Canferol - - - - -

3,6-diidroxiflavona
Crisina
Galangina

04+0,1

Fonte: Do autor.

Tabela 13 — Concentragdes dos compostos fendlicos em Bauhinia variegata var. variegata determinadas por
UHPLC-ESI-MS/MS utilizando infusfes e extratos etandlicos de trés diferentes coletas. Os valores sdo dados em
ug g de planta, sequidos do desvio padrdo para concentracdo (em pg g2).

(continua)
Bauhinia variegata var. variegata
Analito Infusdo Extrato etandlico
12 coleta 2% coleta 32 coleta 12 coleta 2% coleta 32 coleta
Acido galico - <ILOQ <ILOQ - - -
Acido clorogénico 796+6,1 288,0+83 384,9+12.2 358+23 294+13 100,122
(+)-catequina 12,8+0,9 56,3+ 1,4 78,8+28 6,8+0,4 49+0,3 146+04
Acido vanilico 52+0,7 95+0,7 16,9+0,8 16+04 57+0,1 3,8+0,3
Acido cafeico 13,1+1,0 343+1,7 274+17 7,7+0,6 121,1+28 229+0,6
6-hidroxicumarina - - - - - -
Acido p-cumérico 10,3+0,3 14,7+ 0,4 19,8+ 0,5 3,8+0,1 18,4+ 0,6 8,6+0,2
Acido ferdlico 7,8+0,9 13,0+ 0,9 10,9+0,6 25+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 1299+4,1 8329+14
4-hidroxicumarina - - - - - -
Acido rosmarinico - - - - - -
Quercitrina 245+14 17,2+0,9 158+2,9 9,7+0,5 3,9+0,2 22+0,1
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(continuacdo)

Bauhinia variegata var. variegata

Analito Infusdo Extrato etandlico

12 coleta 22 coleta 32 coleta 12 coleta 22 coleta 32 coleta
Miricetina - - - 30,2+5,6 - -
Fisetina - - - - 0,3+0,1 -
Resveratrol - - - - - -
3-acetilcumarina - - - - - -
Acido trans-cinamico 1,4 +0,3 1,8+0,3 3,1+0,6 04+0,1 09+0,1 0,8+0,3
Quercetina - <ILOQ <ILOQ 10,5+ 0,6 99,8+1,5 178+ 0,5
Luteolina - <ILOQ <ILOQ 0,8+0,1 0,8+0,1 46+0,2
Apigenina - - - 50+0,4 <ILOQ <ILOQ
Canferol - - - 0,3+0,6 93+1,6 -
3,6-diidroxiflavona - - - - - -
Crisina - - - <ILOQ <ILOQ -

Galangina

Fonte: Do autor.

Tabela 14 — Concentracdes dos compostos fendlicos em Bauhinia variegata var. alboflava determinadas por
UHPLC-ESI-MS/MS utilizando infusdes e extratos etandlicos de trés diferentes coletas. Os valores sdo dados em
pg g de planta, seguidos do desvio padrdo para concentracdo (em pg g2).

Bauhinia variegata var. alboflava

Analito Infusdo Extrato etandlico

12 coleta 2% coleta 3% coleta 12 coleta 28 coleta 32 coleta
Acido gaélico - - <I1LOQ - - -
Acido clorogénico 226,7+6,2 349,7+13 3715+15,8 275+25 314+1,1 81,3+1,2
(+)-catequina 815+46 123,1+57 88,8+3,6 8,6+1,3 8,0+0,1 230+£0,4
Acido vanilico 83+1,6 70+1,4 16,0+0,5 <ILOQ 3,0+0,3 56+0,5
Acido cafeico 335+24 487+23 318+1,1 83+1,1 39,3+0,8 219+05
6-hidroxicumarina - - - - - -
Acido p-cumérico 19,2+0,6 273112 19,3+0,3 48+04 10,5+0,2 134+0,2
Acido fertlico 122+1,0 10,1+0,9 135+0/4 2,1+0,9 9,3+0,2 6,2+0,3
Rutina 7462 +31,3 2125”5 * 1728”3 * 670433 2741+20 2593+15
4-hidroxicumarina - - - - - -
Acido rosmarinico - - - - - -
Quercitrina 12,3+0,6 145+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 - - - - - -
Acido trans-cinamico  2,9+0,8 3,3+0,8 4,3+0,6 0,5+0,3 0,6 +0,1 16+0,3
Quercetina <ILOQ <ILOQ 1,2+0,4 18,7+ 2,3 37,1+14 442 +1.2
Luteolina <I1LOQ <I1LOQ <I1LOQ 16+0,2 1,1+0,04 2,9+0,2
Apigenina - - - 6,7+0,6 <ILOQ <ILOQ
Canferol - - - <ILOQ 45+0,6 5011
3,6-diidroxiflavona - <ILOQ - - - -
Crisina - - - <ILOQ 0,1+0,02 <ILOQ

Galangina

Fonte: Do autor.
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Tabela 15 — Concentragoes dos compostos fenolicos em Mansoa alliacea determinadas por UHPLC-ESI-MS/MS
utilizando infusGes e extratos etandlicos de trés diferentes coletas. Os valores sdo dados em pg g* de planta,
seguidos do desvio padrdo para concentracdo (em pg g™2).

Mansoa alliacea

Analito Infusdo Extrato etan6lico

12 coleta 2% coleta 32 coleta 12 coleta 2% coleta 32 coleta
Acido galico - <ILOQ <ILOQ - - -
Acido clorogénico 99,1+35 1288+27 63,0+24 9,604 3,3+0,05 18,1+0,6
(+)-catequina - - - - - -
Acido vanilico 164+14 10,1+0,7 10,1+0,8 2,7+0,4 1,1+£0,1 54+0,5
Acido cafeico 56+0,5 94+04 48+0,2 1,4+0,2 0,9+0,03 2,2+0,1
6-hidroxicumarina - - - - - -
Acido p-cumérico 342+19 514+12 22,4+05 169+1,1 59+0,1 48+0,1
Acido fertlico 25,8+0,7 27,7+0,8 325+0,9 11,0+0,4 42+0,1 125+0,2
Rutina 3604 16+0,2 8,2+0,5 04+0,1 0,2+0,02 42+0,1

4-hidroxicumarina - - - - - -
Acido rosmarinico - - - - . .
Quercitrina - - 0,1+0,04 - - 0,1+0,02
Miricetina - - - - - -
Fisetina - - <ILOQ - - -
Resveratrol - - - - - -
3-acetilcumarina - - - - -
Acido trans-cinamico 3,7 +0,7 10,7 +0,8 6,9+0,1 05+0,1 0,6+0,1 25+0,3
Quercetina - - - - - <1LOQ
Luteolina 0,6+0,2 04+0,1 0,3+0,1 10,2+0,7 5,6+0,2 1,8%0,1
Apigenina 52+0,2 40+£0,2 52+0,3 86+04 1,8+0,03 38+£0,1
Canferol - - - - - -
3,6-diidroxiflavona - - - - - -
Crisina - - - - - -
Galangina - - - - - -

Fonte: Do autor.

Tabela 16 — Concentra¢des dos compostos fenélicos em Connarus perrottetii var. angustifolius determinadas por
UHPLC-ESI-MS/MS utilizando infusdes e extratos etandlicos de trés diferentes coletas. Os valores sdo dados em
ug g de planta, seguidos do desvio padrdo para concentragdo (em pg g2).

(continua)
Connarus perrottetii var. angustifolius
Analito Infusdo Extrato etandlico

12 coleta 28 coleta 32 coleta 12 coleta 2% coleta 32 coleta
Acido galico 11,6 +0,8 109,8 £5,0 65,6 +1,3 6,6 +1,5 492+19 443+0,9
Acido clorogénico - 2,0+0,7 - - 0,7+0,1 0,7+0,1
(+)-catequina 10%"2 * 1773,7 + 26,9 12;’3’;1 * 4421 +31,7 3741+6,3 2584+35
Acido vanilico 9,2+0,9 15,2+ 0,6 18,9+1,2 6,2+15 15,9+0,9 146 +0,4
Acido cafeico - - 0,8+0,2 <ILOQ - 0,3+0,1
6-hidroxicumarina - - - - - -
Acido p-cumérico 1,7+0,1 24+0,1 8,2+0,2 29+0,2 1,7+0,04 6,1+0,2
Acido fertlico 73+0,6 09+0,3 24+05 10,7+1,0 1,0+0,2 1,5+0,2
Rutina 0,5+0,2 <ILOQ <ILOQ 04+0,1 - <ILOQ

4-hidroxicumarina - - - - - -
Acido rosmarinico - - - - . .
Quercitrina - - - - - <ILOQ
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(continuacdo)

Connarus perrottetii var. angustifolius

Analito Infusdo Extrato etandlico

12 coleta 2% coleta 32 coleta 12 coleta 2% coleta 32 coleta
Miricetina - - - - 17,8+8,3 5627
Fisetina - - - - - -
Resveratrol - - - - - -
Q-acetilcumarina - - - - - -
Acido trans-
cindmico - 0,7+0,2 <ILOQ - <ILOQ 04+0,1
Quercetina - <ILOQ <ILOQ <ILOQ 11,8+0,2 7,3+0,3
Luteolina - <ILOQ - <ILOQ - -
Apigenina - - - 95+0,1 - -
Canferol - - - - 153+1,8 76+12
3,6-diidroxiflavona - - - - - -
Crisina - - - - - -
Galangina - - - - - -

Fonte: Do autor.

Para cada espécie estudada, a semelhanca entre os compostos detectados tanto na
infusdo como no extrato etandlico por maceracao permite inferir com maior seguranga possiveis
marcadores analiticos para tais espécies medicinais dentre os analitos estudados. Em linhas
gerais, 0s extratos etandlicos foram capazes de concentrar de 2 a 30 vezes 0s compostos
fendlicos analisados, com relacdo as infusdes. Em alguns casos, o fator de concentragdo superou
100 vezes, considerando a concentracdo de analitos no extrato etanolico seco. Além disso, foi
possivel identificar alguns compostos fendlicos nos extratos etanolicos que ndo foram possiveis
de serem determinados nas infusdes.

Considerando os compostos fendlicos determinados em maior concentracdo para cada
espécie vegetal, sdo potencias marcadores analiticos para controle de qualidade de drogas
vegetais a serem desenvolvidas: acido clorogénico, acido cafeico, quercetina e rutina para
Bauhinia variegata var. variegata e Bauhinia variegata var. alboflava; cido clorogénico, &cido
p-cumarico, catequina e acido cafeico para Cecropia palmata; rutina, catequina, acido
clorogénico e acido cafeico para Cecropia obtusa; luteolina, apigenina e acidos ferdlico, p-
cumarico e clorogénico para Mansoa alliacea; e catequina e acidos galico e vanilico para
Connarus perrottetii var angustifolius.

A Figura 40 e a Figura 41 a seguir mostram de maneira mais clara os potenciais
marcadores analiticos designados para cada uma das espécies vegetais analisadas. Os graficos
que constituem estas figuras indicam as concentra¢fes dos compostos fenolicos determinadas
em termos das massas de extratos etandlicos secos obtidos de cada uma das espécies vegetais,
de acordo com o procedimento descrito na secdo 4.2 Preparo de amostras. E possivel observar

que alguns dos analitos se destacam frente aos demais, em termos da concentracdo determinada.
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Adicionalmente, é possivel perceber que os analitos designados como possiveis marcadores
analiticos por este estudo foram determinados nas trés diferentes coletas dos materiais vegetais,
para cada uma das espeécies analisadas. Por fim, através da analise da Figura 41, cabe salientar
a elevada semelhanca da constituicdo quimica entre as espécies do género Cecropia e entre as

variedades de Bauhinia variegata frente aos analitos determinados.

Figura 40 — Perfil da concentracdo dos compostos fendlicos determinados por UHPLC-ESI-MS/MS utilizando
extratos etandlicos de trés diferentes coletas das plantas descritas. Os valores sdo dados em pg g* de extrato
etandlico seco.
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Figura 41 — Perfil da concentragdo dos compostos fendlicos determinados por UHPLC-ESI-MS/MS utilizando extratos etanolicos de trés diferentes coletas das plantas descritas.
Os valores séo dados em pg g de extrato etanolico seco.

Cecropia palmata Bauhinia variegata var. variegata
1,600 12,000 +
2 E 2 £
E 1400 ¢ L E 10000 £ -
£ 1,200 3 :
e o= L
% £ 1,000 52 8:000
2.8 800 28 6,000+
12 - 600 - 12 - E
5% 250 4,000 +
£ 2 400 £z i
Q = . _:
S 200 A g 2000 1 1
=] =]
© 0 © 0 4 |
Cecropia obtusa Bauhinia variegata var. alboflava
5,000 ¢ 12,000
g g g :
£ 4500 ¢ = C
= 4
o = 4,000 - = _ 10000 £
EE 4 R r
& ?5 3,500 E {g 8,000 +
o o 3,000 - c o i
5 = 2,500 - s = 6,000 £
% 43,000 EE: .
] — = [
E o™ £ 2 £
521500 T 22 4000 1
N N E
g 1,000 - 5 2,000 +
500 - = :
0 - 0 - |
>
r&_\&o &\\@ @@ g\e’@o -&\°o .&\Cp \\& '&6@» ‘_\\\{b 6‘&0 ;&\({b &\Q@ ‘;\\Q‘b )_@0 e
&S P F & FFF F TS ¢
F P F ¢ FSFFF e ST
\0\ © t}O bo Qp 'bo O? ‘é\ o Cf Y S \0‘ < _t}O
9 ) o d c !
& P P S & ®
W O %) ® |
O v
Y‘
W12 safra ®2?safra 37 safra W12 safra ®2?safra 37 safra

Fonte: Do autor.



114

A Figura 42 mostra os cromatogramas do tipo “fingerprint” para as infusdes da 12 coleta
das espécies analisadas obtidos por UHPLC-ESI-MS no modo de aquisi¢éo por varredura (m/z
135-620, com um tempo de varredura igual a 300 ms) com ionizacdo em polaridade negativa.
Nesta figura, semelhancas significativas podem ser vistas entre os cromatogramas obtidos para
as duas variedades de B. variegata estudadas. Da mesma forma, o perfil cromatogréfico é
facilmente comparével entre Cecropia palmata e Cecropia obtusa. Esta observacdo permite
inferir que os cromatogramas obtidos no modo de varredura sdo capazes de confirmar a
identidade quimica de plantas dentro de um mesmo género botanico. Destaca-se, inclusive, a
significativa diferenca do perfil cromatogréfico obtido para Connarus perrottetii var.
angustifolius, mostrando que a casca da referida espécie apresenta uma identidade quimica
bastante diferente das folhas das demais plantas medicinais analisadas. De fato, a andlise
quantitativa confirma uma concentracdo de catequina e acido galico muito superior nesta
espécie, em comparagdo com as demais espécies vegetais abordadas por este trabalho.

A determinacdo de marcadores analiticos para espécies vegetais e a avaliacao do perfil
cromatografico destas espécies constituem etapas primordiais no desenvolvimento de
medicamentos fitoterapicos. De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(Anvisa), para o registro de um novo fitoterapico é exigida a elaboragdo de um relatério técnico
do produto a ser comercializado. Tal relatério 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 estdo a andlise quantitativa de marcadores e a obtencdo do perfil
cromatografico ou prospeccao fitoquimica, tanto da droga vegetal, como do derivado vegetal
utilizado e do produto acabado. A legislacdo brasileira atual que regulamenta o registro de
medicamentos fitoterapicos apenas recomenda que os marcadores controlados tenham
correlacdo com o efeito terapéutico da droga vegetal (marcadores ativos), entretanto, ndo exige
estudos que comprovem tal correlacéo especifica (ANVISA, 2014). Dessa forma, a atribuicéo
de marcadores analiticos inerentes as espécies vegetais também atende aos requisitos e
exigéncias da legislacdo federal. Ainda de acordo com a legislacdo, como complementacdo ao
registro dos medicamentos fitoterapicos, a eficiéncia 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 etnofarmacoldgicos ou etno-orientados.
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Figura 42 — Cromatogramas do tipo “fingerprint” para infusdes 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.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foi desenvolvido e validado um método para analise de 24 compostos
fenolicos em plantas medicinais da Amazonia por UHPLC-ESI-MS/MS. Atingiu-se uma boa
separagdo cromatografica dos analitos, ndo se evidenciando interferéncias isobaricas entre as
coeluicdes existentes. VVarios compostos fenolicos 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 &cidos vanilico, cafeico, p-
cumarico, fertlico e trans-cinamico, em pelo menos um de seus extratos. Considerando 0s
compostos fendlicos de maior concentracdo em cada espécie analisada tanto em infusdo como
em extrato etanolico por maceracdo, num rol de trés diferentes coletas de material vegetal,
puderam ser definidos marcadores analiticos para fins de controle de qualidade em produtos
fitoterapicos que venham a ser originados de tais plantas medicinais.

Também foi realizado estudo abrangendo diversas origens da supressdo idnica na
determinacéo de polifendis por UHPLC-ESI-MS/MS. O método de separacao desenvolvido e
seis extratos de diferentes plantas medicinais utilizados neste estudo foram avaliados por seis
experimentos desenhados de forma a identificar diferentes mecanismos de supresséao i6nica. O
estudo comprovou a influéncia de diversas variaveis sobre a eficiéncia de ionizacdo dos 24
analitos avaliados, como a composicdo da fase mdvel, a coeluicdo de analitos, os efeitos de
matriz, a competicdo por cargas na fonte de ionizacdo e a ionizacdo diferencial do padréao
interno.

Os diferentes efeitos observados, inclusive entre matrizes muito semelhantes, como
plantas de mesmo género e inclusive de mesma espécie, mostram que testes de supressao iénica
sdo essenciais durante o desenvolvimento e validagdo de métodos em UHPLC-ESI-MS/MS
para analitos bioativos. Também foi evidenciado o quéo longe da realidade podem estar os
resultados de estudos de quantificacdo de (poli)fendis em amostras a base de plantas. Além
disso, alguns pontos criticos foram identificados na tentativa de reducao de limites de detecgdo
no desenvolvimento de métodos de separacdo em fase liquida acopladas a espectrometria de
massas, como a escolha ideal da fase movel e da fase estacionaria, para evitar supressoes idnicas
por aditivos e por coeluicao, respectivamente.

A influéncia 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 atengédo
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principalmente na escolha de uma diluicdo adequada da matriz, bem como no uso de um padrao
interno adequado. Sendo assim, 0 pequeno tempo de analise cromatografica do método
desenvolvido permitiu a quantificagdo mais laboriosa dos analitos pelo método de adicdo de
padrdo, assim reduzindo consideravelmente os efeitos de supressdo idnica existentes na analise
destas matrizes.

Muitos outros analitos ndo abordados por este estudo foram encontrados nos extratos de
plantas medicinais a partir da interpretacdo 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
concentracdo e consequente maior relevancia farmacologica. Dessa forma, fica evidenciada a
necessidade da existéncia de um método de screening sem analitos-alvo associado a estudos de
atividades farmacoldgicas para proporcionar uma incontestavel determinacdo de marcadores

ativos para as plantas medicinais estudadas neste trabalho.
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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.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Medicinal plants and foodstuffs that possess high antioxidant
capacities have been an important focus of studies in analytical
chemistry in recent years. Among the studied issues is the devel-
opment of methodologies for chemically characterizing such plants
and foods [1-3], the identification of compounds responsible for the
antioxidant properties [4-6], and the proper measurement of the
antioxidant power of specific components in the matrix [7-9]. For
the characterization of antioxidant compounds, liquid chromatog-
raphy coupled to mass spectrometry (LC-MS) has excelled as an
analytical tool [1-3,5-7,10-12] because it is able to provide the
high selectivity required for analyzing complex matrices, such as
vegetable matrices. Moreover, the use of ultra-high performance LC
(UHPLC) allows an increase in the separation efficiency, while the
analysis times can be considerably reduced. Additionally, tandem
mass spectrometry using triple quadrupole analyzers is a powerful
quantification tool [13]. In recent years, studies on the contents of
antioxidant compounds have been reported for oils [10-15], wine
[11], fruits [2,7], honey [1] and medicinal herbs [3-6,12], wherein

* Corresponding author at: Graduate Program in Chemistry, Center of Natural
Sciences, Federal University of Santa Maria, Santa Maria, RS 97105-900, Brazil.
E-mail address: leandrocarvalho@pq.cnpq.br (L.M. de Carvalho).
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0021-9673/© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

most of the methodologies developed with LC-MS used electro-
spray (ESI) as the ion source. However, few works investigated the
effects of ion suppression on the analysis of antioxidant compounds
in complex matrices [14-16]. It is well known, however, that vari-
ous matrix effects act on the ionization mechanism of ESI sources
[17-22], which subjects the methodologies to the occurrence of ion
suppression.

The effect of ion suppression is characterized by a decrease in
the signal of the analyte in the matrix compared to the same analyte
concentration in a medium merely composed of pure solvents. In
addition to ion suppression, ion enhancement can also be observed.
Beyond the detectability, ion suppression can also be responsible
for deviations in the repeatability and accuracy of analytical meth-
ods [23]. Signal suppression, when very pronounced, can lead to a
false negative result, or in the case of using an internal standard
(1S), the unequal suppression of the analyte and IS can lead to false
positive results.

There are different mechanisms proposed for explaining ion
suppression in LC-MS. The most widespread theory suggests a
competition between the matrix components and analytes dur-
ing the evaporation of droplets formed in the electrospray so that
only some compounds reach the droplet surface and pass to a
gas phase [24]. Moreover, interferents can modify the viscosity or
surface tension of droplets produced by the electrospray, which
affects the ionization efficiency. Competition for available electric

! Reprodugdo de artigo completo autorizada pela editora Elsevier através da licenca nimero 3905010926204.
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charges can also occur in complex matrices, which can justify the
eventual differences in signals observed for samples and standard
solutions. However, ion suppression should not be considered as
only a matrix effect. It can even be caused by co-eluting analytes
such that their peak areas may not correspond to the sum of their
individual responses. This phenomenon also indicates that there
is a practical concentration limit of compounds that can be ion-
ized simultaneously [25]. Lastly, other causes independent from
the matrix, such as the mobile phase composition [19,26-28] or
presence of contaminants from the analysis system [23], can also
contribute to ion suppression or enhancement.

Different forms of evaluation for ion suppression have been
singly described in the literature. Mallet et al. [29] described the
evaluation of the influence of mobile phase additives on the signal
intensity for acidic and basic drugs. In this study, it was observed
that an increase in the additive concentration in the mobile phase
caused a decrease in the analyte signals in most cases. Remane
et al. [30] reported a study on the influence of co-eluted drugs on
the effects of ion suppression and ion enhancement. The influence
of the matrix composition was studied by Chico et al. [31], who
evaluated the effect of different sample preparation approaches on
the analysis of tetracyclines in feed samples. Herein, qualitative
and quantitative assays were performed and showed suppression
effects near 70% and enhancement effects of approximately 20%
compared to the analysis of standard solutions. Recently, Mirnaghi
et al. [11] performed a study to evaluate the analyte responses
when subjected to different sample dilutions. This study aimed to
measure the ion suppression caused by the competition of electric
charges during the ionization process. Lastly, Avery [32] studied the
differential ion suppression that can occur due to the wrong choice
of an IS. This study compared the variation in the ratio of the ana-
lyte/IS areas in a series of samples of the same analytical matrix. In
addition, the author compared the results with a commercial con-
trol of the sample, where the deviations were evaluated and the
best IS was defined for the analytical method.

In addition to the quantification performed through the inter-
nal calibration, other methods of quantification are not free from
ion suppression. The external calibration probably is the most sus-
ceptible method to ion suppression, due to the large difference in
composition between standards and samples. A widespread cal-
ibration method is the matrix-matched calibration. This method
requires a blank sample on which the external calibration curve
must be built. Although this is a method much closer to reality than
external calibration, it does not guarantee that all the samples to
be analyzed present a similar response to electrospray ionization.
Stiiber and Reemtsma published a study which showed that none
of the three aforementioned calibration methodologies are able to
reduce the effects of ion suppression for samples with highly vari-
able matrix [33]. In this study, they assumed that the calibration by
standard addition provides the true analyte concentrations. Other
authors have also reported the method of standard addition as the
ideal calibration method to correct the effects of ion suppression
[34], since the calibration curve is built on each of the samples to
be analyzed. Unfortunately, this requirement makes it an extremely
laborious method.

An alternative thatis becoming more popular is the use of stable-
isotope-labeled internal standards (SIL-IS) in quantitative methods.
In this approach, stable substances with the same molecular struc-
ture of the analytes, but with deuterated sites or 1>C-labeled, are
used as IS. Thus, co-elution of these internal standards with the
analytes is guaranteed. Ideally, for each analyte should be used as
IS its labeled analog, avoiding that SIL-IS demonstrate differential
ion suppression. Each analyte is therefore ionized under the same
elution conditions of the respective SIL-IS, correcting the effects
of ion suppression. However, it is well known that such labeled

standards are not easily found commercially and, when available,
are extremely costly.

The aim of this work was to perform a complete evaluation
of the different possible causes of ion suppression in the analysis
of medicinal plant extracts by UHPLC-MS/MS using electrospray
ionization, which is the main ion source used to analyze phe-
nolic compounds. The comprehensive study of ion suppression
in the determination of 24 phenolic compounds was carried out
regarding the effects of mobile phase additives, the co-elution of
compounds, the composition of the matrix, and the use of an IS (2-
naphthol). The ion suppression effects were studied in 6 different
extracts of medicinal plants from the Brazilian Amazonian region:
Mansoa alliacea, Bauhinia variegata var. variegata, Bauhinia varie-
gata var. alboflava, Connarus perrottetii var. angustifolius, Cecropia
obtusa and Cecropia palmata. The studied compounds belong to
the most frequently found phenolic classes in medicinal plants
(flavonoids, flavones, hydroxycinnamic acids, coumarins, catechins
and stilbenes), which have been analyzed as chemical and bioactive
markers in extracts.

2. Experimental
2.1. Chemicals and reagents

The standards (+)-catechin, 2-naphthol, 3-acetyl coumarin,
3,6-dihydroxyflavone, 4-hydroxycoumarin, 6-hydroxycoumarin,
apigenin, chlorogenic acid, chrysin, fisetin, galangin, gallic acid,
kaempferol, luteolin, myricetin, p-coumaric acid, quercetin,
quercitrin, resveratrol, rosmarinic acid, rutin, trans-cinnamic acid,
and vanillic acid were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis,
USA). Caffeic and ferulic acids were obtained from Fluka Analyti-
cal (Buchs, Switzerland). All the standards were of analytical grade
with a minimum of 95% purity and were used as received.

Ultrapure water was obtained from a Milli-Q Synergy UV
(Merck Millipore, Darmstadt, Germany) system. Methanol and ace-
tonitrile (LC-MS grade) were obtained from Panreac (Castellar
del Vallés, Spain). Acetic acid, formic acid, ammonium acetate,
ammonium formate and ammonium hydroxide were obtained
from Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Standard stock solutions
(1000 mg L") were prepared by dissolving appropriate amounts of
substances in LC-MS grade methanol. All the solutions were stored
in ambar glass recipients at —30°C until their use. Working solu-
tions of the studied phenolic compounds were prepared by dilution
of the stock solutions in the respective solvents according to the
optimization experiment performed.

2.2. UHPLC-ESI-MS/MS conditions

Separations were carried out on a UHPLC 1260 Infinity Binary
system (Agilent, Santa Clara, USA), which was able to operate at
pressures up to 600 bar using a reverse-phase Zorbax SB-C18 Rapid
Resolution HD column (2.1 x 50 mm, 1.8 pm, Agilent) maintained
at 40°C. The injection volume was 5 pL, and the injected aliquots
were acidified to a final concentration of 0.1% (v/v) acetic acid. The
mixture of phenolic compounds was separated by using a gradient
elution composed of 0.1% acetic acid (A) and acetonitrile (B) as the
mobile phase at a constant flow rate (800 WL min—") according to
the following elution program: 8.0% B (0.00-0.10 min); 8.0-25.8%
B (0.10-3.45min); 25.8-54.0% B (3.45-6.90 min); 54.0-100.0% B
(6.90-7.00 min); and 100.0% B (7.00-9.00 min). In all the chromato-
graphic separations, 2-naphthol was used as the IS.

The chromatographic effluent generated until 7.0 min into the
run was ionized in an electrospray ionization source (ESI), which
was optimized to give the best response for the analytes, especially
for intensity to give signal stability. The optimized parameters for
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Table 1

Retention time windows (RTWSs) and MS/MS parameters of the selected phenolic compounds.

Phenolic compound RTW (min) Fragmentor (V) ESI Quantification Confirmation
polarity transition transition®
Gallic acid 0.24-0.43 106 - 169.0>125.1 (10) -
Chlorogenic acid 0.61-0.94 104 - 353.1>191.1(5) -
(+)-Catechin 0.66-0.88 134 - 289.1>245.1(10) 289.1>203.2 (15)
Vanillic acid 0.87-1.13 92 — 167.0>152.2(10) 167.0>123.1(8)
Caffeic acid 0.89-1.10 106 - 179.0>135.1(10) -
6-Hydroxycoumarin 1.48-1.77 124 - 161.0>133.2(17) 161.0>105.2 (17)
p-Coumaric acid 1.70-2.01 96 - 163.0>119.1(9) -
Ferulic acid 2.40-2.66 88 - 193.1>134.1(9) 193.1>178.1(7)
Rutin 2.87-343 210 — 609.1>300.1(31) -
4-Hydroxycoumarin 3.26-3.54 130 — 161.0>117.2(15) -
Rosmarinic acid 3.50-3.77 138 - 359.1>161.0(7) 359.1>197.1(7)
Quercitrin 3.48-3.82 164 - 447.1>301.1(17) -
Myricetin 363-3.91 128 - 317.0>150.9 (21) 317.0>178.8 (21)
Fisetin 3.71-4.07 120 — 285.0>135.0(15) 285.0>163.0 (15)
Resveratrol 3.82-4.10 124 - 227.1>185.2(13) 227.1>143.0(13)
3-Acetylcoumarin 4.02-4.31 80 + 211.0>211.0(0) -
trans-Cinnamic acid 4.26-4.54 90 - 147.0>103.2(5) 147.0>77.1(15)
Quercetin 4.37-4.96 126 - 301.0>151.1(17) 301.0>179.0 (15)
Luteolin 4.37-4.97 162 - 285.0>133.2(27) 285.0>151.1(27)
Apigenin 5.19-5.53 136 - 269.0>117.1(29) 269.0>149.0(20)
Kaempferol 5.25-5.49 164 - 285.0>239.0(29) 285.0>117.2(31)
3,6-Dihydroxyflavone 6.16-6.51 126 - 253.1>197.0(20) 253.1>208.0(21)
Chrysin 6.26-6.84 130 - 253.1>143.1(25) 253.1>106.9 (25)
Galangin 6.60-6.87 156 - 269.0>169.1 (30) 269.0>211.2 (29)
2-Naphthol (IS) 5.15-5.40 134 - 143.0>115.1(24) -

2 Collision energy (V) is given in brackets.

ESI were a gas flow of 11 Lmin~', a nebulizer of 30 psi, a capillary
voltage of £2.4kV and a gas temperature of 250 °C, with nitrogen
used as the drying gas. The compounds were subsequently analyzed
inan Agilent 6430 Triple Quadrupole mass spectrometer operating
in the multiple reaction monitoring (MRM) mode with a resolution
of 0.7 m/z (FWHM). High purity nitrogen (99.999%) obtained from
Linde (Munich, Germany) was used as the gas for inducing collision.
The collision energies were optimized for each analyte as shown
in Table 1, which describes the transitions monitored by the mass
spectrometer as well.

The chromatographic effluent generated between 7.0 and
9.0min was discharged so that it was not introduced into the
MS/MS system, which can be characterized as a cleaning step for the
chromatographic column. After finishing the gradient program, a
time of 4.0 min was adopted for re-equilibrating the system, which
was based on the initial pressure being established. The acquired
data were analyzed by using the MassHunter Workstation Soft-
ware Qualitative Analysis (version B.04.00, Build 4.0.479.0, Agilent
Technologies, Inc., 2011).

2.3. Sample treatment

The medicinal plant species M. alliacea (Lam.) A. H. Gentry
(deposit no. IAN 1843394), B. variegata var. variegata (deposit no.
IAN 185932), C. perrottetii var. angustifolius (Radlk) (deposit no.
IAN 184393), B. variegata var. alboflava (deposit no. IAN 185831),
C. obtusa Trécul (deposit no. IAN 185555) and C. palmata Willd
(deposit no. IAN 185556) were obtained from the herbal collec-
tion of the Brazilian Agricultural Research Corporation, Embrapa
Amazoénia Oriental, Belém, PA, Brazil. The geographical location of
the collection site is 1°27'21"S latitude and 48°30'14”W longitude.
All the plants were collected during September 2012 (the wet sea-
son in northern Brazil). The fresh plant specimens were cleaned,
dried at 40°C for 12 h, ground into a fine powder in a laboratory
milland used as a dry powdered material. C. perrottetii was received
as a fine, powdered, dried material from bark. All the other plant
specimens were received as a fine powdered dried leaf material.

Dried samples were stored in desiccators under vacuum at room
temperature until sample treatment.

Extracts of the aforementioned plants were obtained from
an infusion of 2g of vegetal material in 50mL of ultrapure
water at 90°C for 10 min. The extracts were filtered through a
0.45 pm membrane and diluted in methanol to a 1:4 proportion
(MeOH/H;0), followed by subsequent acidification with acetic acid
toa0.1% (v/v) concentration. After this step, the extracts were sub-
mitted to a cleanup step using Strata C18-E solid phase cartridges
(500 mg, 3 mL, Phenomenex, Torrance, USA). The cartridges were
conditioned with 6 mL of MeOH:0.2% CH3COOH (1:1, v/v) and equi-
librated with 6 mL of 0.1% CH3COOH. A fixed volume of 2 mL of the
obtained extracts with a final MeOH:H;0:CH3COOH composition
of 20:80:0.1 (v/v) was percolated with a 2mLmin~" flow rate, fol-
lowed by washing with 2 mL of 0.1% CH3COOH. Lastly, the retained
analytes were eluted with 2 mL of MeOH.

2.4. Analytical procedures

2.4.1. Evaluation of the ion suppression caused by mobile phase
additives

Quantitative analysis of the ion suppression caused by mobile
phase additives was carried out by flow injection analysis (FIA)
using the chromatographic system described above. The chromato-
graphic column was replaced by a dead volume connection. The
influence of acetic acid, formic acid, ammonium hydroxide, ammo-
nium formate and ammonium acetate was evaluated.

The experiment was performed at a mobile phase flow rate of
200 pLmin~! byinjecting a volume of 10 p.L of the standards, which
were diluted and enriched with 0.05, 0.1, 0.5 and 1.0% formic acid.
This procedure was identical for the vials fortified with acetic acid
and ammonium hydroxide. For ammonium formate and ammo-
nium acetate, the concentrations added were 5.0, 10.0, 20.0 and
50.0mmol L.

The procedures were repeated even for the eluent composed of
MeOH:H,0(1:1, v/v) or the eluent composed of ACN:H,0 (1:1, v/v).
Electrospray ionization with positive and negative charges was also
compared. Data acquisition was done in triplicate using the full
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scan mode (m/z 100-650) with a 250 ms scan time. Each analyte
was measured as the average of the signal areas obtained from
extracted ion chromatograms (EIC). The injections performed in
the absence of additives were used as zero reference values. Thus,
the observed suppression effects were reported as relative negative
percentages, and ion enhancement effects were reported as relative
positive percentages.

2.4.2. Evaluation of the ion suppression caused by the co-elution
of analytes

The ion suppression or enhancement caused by the co-elution
of analytes was quantitatively evaluated by dividing the pheno-
lic compounds into four different groups, all containing the same
concentration for each analyte (0.5mgL~!), which were analyzed
by the chromatographic method described in Section 2.2. Group |
consisted of all 24 phenolic compounds covered in this work. The
pairs of co-eluting analytes were divided into groups II, Ill and IV
so that within each group, no co-elution occurs.

The intensity of the effects of ion suppression or enhancement
was calculated relative to both analytes of co-eluting pairs by using
the following equation [30]:

lon suppression (%) = [)X( — 1} x 100 (1)

where X is the area of analyte A or B when the other analyte of
the co-eluting pair is not present (groups II, Il or IV) and Y is the
area of the analyte A or B when the other analyte of the co-eluting
pair is present (group I). As described in Section 2.4.1, the observed
suppression effects were reported as negative percentages, and ion
enhancement effects were reported as positive values. Data acqui-
sition was done in triplicate using the MRM mode.

2.4.3. Qualitative evaluation of the ion suppression caused by
matrix effects

The ion suppression caused by the influence of the matrix was
evaluated qualitatively through a post-column infusion system,
which was coupled with a T connection to the chromatographic sys-
tem described in Section 2.2. Herein, plant extracts (after the SPE
cleanup step) were injected concomitantly with a 5mgL-! solu-
tion of analyte, which was continuously infused at a 10 uLmin~!
flow rate. A reference baseline was obtained by injecting the mobile
phase into the chromatographic system. The transitions for each
analyte were monitored in the MS/MS system in the MRM mode
so that a decrease in the signal intensity compared to the baseline
indicated some matrix components that cause ion suppression.

2.4.4. Quantitative evaluation of the ion suppression caused by
matrix effects

Ion suppression caused by matrix effects was quantitatively
evaluated in triplicate by the chromatographic analysis of standard
solutions of the analytes at 0.5 mgL~!, which were compared with
the analysis of plant extracts fortified with the same concentrations
of the analyte standards [35]. Due to the absence of “blank” matri-
ces for the medicinal plants, the basal signals of the analytes in the
matrices had to be disregarded. Therefore, the subtraction of areas
obtained in triplicate was done in the analysis of matrices without
the addition of standards. The ion suppression was calculated rel-
atively for the 24 analytes in the 6 medicinal plants studied using
the following equation:

Atmatrixtstd) — Amatrix

—1| x 100 (2)
As(d

lon suppression (%) = [
where A is the area of the chromatographic peak and the denom-
inations A(matrix+std)» A(matrix) and Aseq) referred to signals for the
matrix with the addition of standards, the matrix only, and the
standards only, respectively.

2.4.5. Evaluation of the ion suppression caused by competition

The ion suppression caused by competition between ions dur-
ing the ionization process was measured by the chromatographic
analysis of the extracts fortified with standards at different dilution
factors. Herein, the proportions 1:2, 1:6,1:10, 1:16, 1:32, 1:66 and
1:166 (extract/mobile phase, v/v) were evaluated in triplicate.

For each studied matrix, a contour graph was plotted, where
the horizontal axis represents the dilution factor of the extract
and the vertical axis represents the different analytes studied. The
graphic surface represents the normalized peak areas multiplied by
the dilution factor. If there is no effect of ion suppression over the
analytes, the color of the graphic should remain constant for each
analyte when increasing the dilution factor.

2.4.6. Evaluation of differential ion suppression

Differential ion suppression was evaluated for the internal stan-
dard following the chromatographic analysis of standard solutions
of analytes at a concentration of 0.5mgL~", which was compared
with the analysis of plant extracts spiked with the same concentra-
tion of standards. All aliquots used in the study were spiked with
0.5mgL ! ofinternal standard. The data were acquired in triplicate
in the MRM mode, and differential ion suppression was calculated
according to the following ratio:

[A( matrix+std) /AIS — Amatrix /AIS]
[Asta/Ars]

where A is the area of the chromatographic peak, with the denom-
inations Aymatrix+ std)» Atmatrix)» Astdy and Ajs referring to signals for
the matrix with the addition of standards, the matrix only, the
standards only and the internal standard only, respectively. The
occurrence of differential ion suppression was indicated when it
was found that the results exceeded +15% of the value assumed as
areference.

Differential ion suppression = (3)

3. Results and discussion
3.1. lon suppression caused by mobile phase additives

The effects of ion suppression caused by sources exogenous to
the matrix were first evaluated. One of the adopted strategies was
based on the study of the influence of the mobile phase and possi-
ble additives on the responses of analytes during ionization by ESI.
This study was carried out before the development of the UHPLC
separation method. Thus, it was possible to evaluate solvents and
additives that would negatively affect the ionization of analytes. It
allows the use of chemicals during the development of the UHPLC
method that lead to the lowest ion suppression effect.

The ionization efficiency of the ESI source is directly related to
the mobile phase composition. The pH is an important factor to
be considered because the molecules can reach the source already
ionized in the liquid phase. Another factor is the viscosity, which
strongly influences the formation of the electrospray, facilitating
both the nebulization and the evaporation of the mobile phase.
Furthermore, it is already known that certain additives, such as
trifluoroacetic acid (TFA), can fully suppress the ionization pro-
cess and inhibit analyte detection in the negative mode as well as
influence the detection in the positive mode [24,25,27,28].

In this study, the influence of methanol and acetonitrile in the
mobile phase composition was evaluated, both containing addi-
tives that change the pH (Tables 2-4 ). Although different behaviors
were observed for each analyte when using a mobile phase consist-
ing of ACN:H,0 (1:1, v/v) compared to MeOH:H;0 (1:1, v/v), we
were unable to find a generic reason for these differences. How-
ever, it was observed that the ion suppression (%) has a strong
logarithmic correlation with the molar concentration of the tested
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Fig. 1. Multiple reaction monitoring (MRM) chromatogram of a calibration standard in MeOH/CH3COOH 0.2% (1:1, v/v) with a concentration of 0.5 jug/mL from the UHPLC-
ESI-MS/MS analysis of phenolic compounds, (A) gallic acid, (B) chlorogenic acid, (C) (+)-catechin, (D) vanillic acid, (E) caffeic acid, (F) 6-hydroxycoumarin, (G) p-coumaric
acid, (H) ferulic acid, (1) rutin, (J) 4-hydroxycoumarin, (K) rosmarinic acid, (L) quercitrin, (M) myricetin, (N) fisetin, (O) resveratrol, (P) 3-acetylcoumarin, (Q) trans-cinnamic
acid, (R) quercetin, (S) luteolin, (T) apigenin, (U) kaempferol, (V) 3,6-dihydroxyflavone, (W) chrysin and (X) galangin.

Table 5
lon suppression or enhancement effects measured in the co-eluting analyte pairs.

Co-eluting analyte pair

Analyte A influenced by B Analyte B influenced by A

Analyte A Analyte B Average, %* Average, %*
Chlorogenic acid (+)-Catechin 97.5(22) —2.5(26)
Vanillic acid Caffeic acid 3.8 (50) 7(37)
Rosmarinic acid Quercitrin 40.4 (16) 183 (5)
Quercitrin Myricetin 183 (5) 31.9(36)
Fisetin Resveratrol 59.2 (21) 6.1(13)
Quercetin Luteolin 56(4) 209(2)
Apigenin Kaempferol 16.6 (1) 499(2)
Chrysin Galangin 924(1) 457 (4)

4 Relative standard deviation (RSD) is given in brackets.

additives, which is valid for MeOH and ACN. Corroborating these
results, Law and Temesi [25] also observed an augmentation of ion
suppression when increasing the concentrations of additives.

The evaluation of buffering additives (Table 4) showed more evi-
dent ion suppression compared to the use of their conjugate acids
at a similar concentration. Such suppression was very likely caused
by a high concentration of anions acetate and formate completely
dissociated, which suppress the ionization of analytes in negative
ionization mode [36]. For most of the analytes, ammonium formate
had a greater contribution to the ion suppression than ammonium
acetate. The possible reason for this is the lower volatility of the
ammonium formate (boiling point (bp), 180°C), which results in
the formation of droplets of mobile phase rich in formate anions.
Additionally, ammonium hydroxide was also evaluated as an addi-
tive, where significant ion enhancement effects were observed in
the negative ionization mode for various analytes. The possible
cause for this effect was the considerable increase of the pH and the
resulting deprotonation of acidic analytes even before they reached
the ionization source [37].

For developing the UHPLC separation method, an acidic pH
value in the mobile phase was adopted to facilitate the retention
of the analytes. Thus, acetic acid was chosen as the mobile phase

additive because it caused lower ion suppression than the other
additives tested. Formic acid was not used in the development of
the UHPLC separation method because it has a lower pK, value
than acetic acid, which could promote the ionization of interfer-
ing species with some basic character in the analysis of medicinal
plants. On the other hand, the appropriate pH of the mobile phase
could be achieved using a concentration of formic acid lower than
the concentration of acetic acid adopted (0.05% (v/v) for formic acid,
instead of 0.1% (v/v) for acetic acid). However, at this concentration
of formic acid the effects of ion suppression are very close to those
caused by acetic acid at a concentration of 0.1% (v/v) for various ana-
lytes. Additionally, the ruggedness of the method could be affected
due to the higher volatility of formic acid and the possible changes
in mobile phase composition throughout the analysis. The chro-
matogram obtained in the separation of the studied compounds by
the optimized UHPLC-ESI-MS/MS method can be seen in Fig. 1.

3.2. lon suppression caused by the co-elution of analytes

In separation methodologies covering different classes of ana-
Iytes in the same run, the resolution of possible co-eluting
compounds is conditioned by the choice of optimal experimental
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Fig. 2. (A) Qualitative ion suppression profiles obtained by infusion of phenolic compounds after injection of mobile phase (blank) and after injection of pretreated and
unfortified plant extracts. (B-G) Matrix effect profiles calculated from the infusion profiles of each matrix relative to blank. (B) Cecropia palmata, (C) Bauhinia variegata var.
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Fig. 3. Quantitative results for ion suppression or ion enhancement for all analytes in all matrices tested.

parameters that are often a compromise rather than maximizing
one or the other analyte classes. It creates, therefore, a situation of
loss and gain that must be administered carefully, as a partial or
complete co-elution of certain analytes may consequently occur.
However, in methods that use LC coupled to MS, this fact can-
not be characterized as a serious problem because MS provides a
high degree of selectivity to the analysis and can resolve co-eluting
analytes in some cases.

Although MS confers a high selectivity to the analysis, co-elution
can present a totally anomalous behavior in LC-MS compared to
other detection methods. An example can be easily traced to an
analysis carried out by HPLC/UV, in which the area of co-eluting
peaks is very close to the sum of the areas of the same peaks ana-
lyzed separately for the same wavelength. In the case of analysis
by LC-MS, the areas of the peaks obtained individually may not be
equal to the areas of these peaks determined in a situation of co-
elution. This phenomenon is known as the ion suppression effect
of co-eluting analytes [30].

Table 5 shows the ion suppression or ion enhancement results
obtained in this work for the analytes that totally or partially co-
elute in the developed separation method. It can be seen that,
except in one case, in all the cases where co-elution occurred, the
signals were influenced by an ion enhancement effect. In other
words, almost none of the studied cases lead to co-elution that
adversely affects the detectability of the analytes. On the contrary,
some signals have their height increased by ca. 90%.

It is already known that this phenomenon is the result of syner-
gistic effects that act on the ionization mechanism, such as changes
in the viscosity and surface tension of the droplets, in addition to
eluate variations regarding its affinity for electrical charges [38].
Since the study of ion suppression caused by the co-elution of ana-
lytes was performed using standard solutions, it was eliminated the
influence of any matrix on the obtained results. Thus, co-elution
of two or more analytes with acid character may favor a higher
accumulation of negative charges in the tip of the capillary, also
known as “Taylor cone”. There is also an increase in the amount of
charge in the droplets formed by acetonitrile, water, acetic acid and
co-eluting analytes. As the solvent in the droplets dry, the repul-
sive forces between anions overcomes the surface tension of the
droplets reaching the so-called Rayleigh limit. With greater num-
ber of charges on the droplets, the Rayleigh limit can be achieved
more rapidly, increasing the overall efficiency of ionization.

However, in quantification studies using an IS, such an effect can
be quite harmful. The influence of co-eluting analytes on the areas is
variable according to their concentration levels in the sample, and
changes in the ratio of the analyte/IS will be perceived and may
result in false positive or false negative results in quantification.

3.3. Ion suppression caused by matrix effects

The most frequent evaluated cause of ion suppression upon
analysis by LC-MS originates from effects caused by endogenous
components of the matrix. This is mainly based on the fact that
some matrix components have a greater or lesser affinity for
charges during the ionization process and may therefore interfere
with the ionization mechanism of the analytes by the ESI source.

In this study, dry powdered plant materials were stored in desic-
cators under vacuum at room temperature until sample treatment.
Previous reported studies showed that the storage of products
containing polyphenols at temperatures near 25°C does not con-
siderably affect the content of these compounds over time [39,40].
Additionally, a low water activity in storage also contributes to
a small degradation of polyphenols. Fang and Bhandari monitor
the concentration of some polyphenols during the storage of a
dry extract at room temperature and low water activity. They
concluded that during the storage the qualitative composition
of polyphenols has not changed [39]. The presence of oxygen is
another decisive factor for the degradation of polyphenols, since
the proteins polyphenol oxidases (PPOs) catalyze the oxidation of
phenolic compounds to quinones in an oxygen-rich environment.
Despite that, the activity of the PPOs is easily eliminated by reduc-
ing the concentration of molecular oxygen in the storage location
[41]. Thus, the integrity of the dried plants was guaranteed by stor-
ing them in desiccators under vacuum at room temperature until
sample treatment.

The profiles of ion suppression in the studied plant extracts
treated with SPE were recorded from the total ion chromatograms
(as described in Section 2.4.3). The analysis of the behavior of each
matrix and its comparison with the mobile phase reference allows
aqualitative evaluation of the effects of ion suppression in the chro-
matographic analysis. For example, one can see in Fig. 2 that there is
nolarge area of ion suppression identified in the chromatograms for
all the evaluated matrices that could compromise the methodology
as a whole. The existing effects are related to specific suppressions,
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which are very likely caused by specific compounds eluted during
the chromatographic analysis of plant extracts.

It is important to highlight that in the qualitative analysis, the
inherent presence of the analytes in the matrix can result in a false
enhancement effect caused by the matrix, as can be observed in
Fig. 2B and C. Once detected, such behavior must be disregarded in
that analysis because the analysis is inconclusive due to the inability
to find blank matrices for the studied phenolic compounds.

However, the prior content of analytes in the matrices is
included in the quantitative analysis (Fig. 3) for calculating the
suppression by matrix effects. Thus, it is possible to observe the
influence of this phenomenon for each analyte in all the studied
medicinal plants. Herein, ion suppression as intense as 60% and
ion enhancement higher than 70% can be observed. In general, it
was observed that most analytes present similar behaviors among
the different matrices regarding ion suppression. Exceptions to
this conclusion can be observed for gallic acid, chlorogenic acid,
quercitrin, myricetin and quercetin, which demonstrated fully dif-
ferent behaviors for the different matrices compared. Furthermore,
two plants of the same species but of different varieties analyzed
in this work showed a high similarity for the behavior of the ana-
lytes in the two matrices. The same behavior cannot be precisely
observed for the two plants of the same genus covered by the study.

It is worth emphasizing that the ion suppression and ion
enhancement evidenced were observed even after treatment of
samples with solid phase extraction (SPE), which is one of the
clean-up methods most recommended for eliminating interferents
present in the matrices [24,38].

3.4. Ion suppression caused by competition during ionization

Competition is another well-known phenomenon that occurs
during ionization by the ESI mechanism. Studies indicate that an
ion concentration close to 10~> M constitutes the upper limit for
an effective electrospray ionization [42]. Therefore, ion suppres-
sion arising from this phenomenon occurs if the matrices possess
endogenous compounds in high concentrations that can also be
easily ionized by ESL Thus, if a large number of compounds co-
elute in the chromatographic analysis by LC-MS, an ion suppression
event rapidly occurs [24].

To evaluate the occurrence of ion suppression caused by com-
petition in the analyzed matrices, a study using extracts cleaned by
SPE with phenolic compounds added was performed. Thus, differ-
ent dilution factors of these extracts were analyzed by LC-MS. In
the case where there is no occurrence of ion suppression by compe-
tition, the areas of the chromatographic peaks multiplied by their
dilution factors provide a constant value, considering the experi-
mental errors [11]. Furthermore, considering that the number of
ions generated per time unit is almost constant, the dilution of the
extracts leads to a decrease in competition for electrical charges
during ionization and, consequently, a reduction of ion suppression
effects caused by this mechanism.

Fig. 4 shows the results observed for this study, where the dif-
ferent regions of the graph show the areas of the chromatographic
peaks normalized and multiplied by the dilution factor. Thus, no
suppression effect for competition is observed in the black areas of
the graphics. In turn, the clear regions can indicate such effects.

If the clear region of the graph originates from a lower dilution
factor toward a larger one, the occurrence of ion suppression by
competition can be observed. In other words, as higher dilutions are
applied, the responses of the analytes end up being relatively more
intense than those at lower dilution factors. This phenomenon can
be shown for rutin and 3-acetylcoumarin in all the analyzed matri-
ces. Such an effect can also be observed for quercitrin (Fig. 4A-D),
(+)-catechin (Fig. 4A) and kaempferol (Fig. 4E). The differences in
behavior observed mainly in Fig. 4E and F indicate a strong possible
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relationship between the analytes and matrices with respect to the
ion suppression. On the other hand, if a clear region originates from
a higher dilution factor toward a lower one, it does not mean that it
is a consequence of ion competition but indicates the proximity of
the analyte concentrations to the respective detection limits. This
behavior is observed in all the matrices for the analytes chlorogenic
acid, rosmarinic acid and myricetin.

From the analysis of the graphs, it is also possible to infer a dilu-
tion factor that can minimize the effects of ion suppression caused
by competition without compromising the detection of the phe-
nolic compounds. In this study, a 10-fold dilution factor for the
extracts obtained after the SPE cleanup step was assumed as being
optimal for minimizing the observed suppression effects.

3.5. Differential ion suppression

The use of internal standards (ISs) in analysis by LC-MS is
widespread. They are considered the main forms of compensation
for ion suppression effects because they respond to the ionization
process similarly to the analytes. However, depending on the chro-
matogram region where the ISs are eluted, they can co-elute with
matrix components different than those components that co-elute
with analytes. This situation generates different conditions for the
ionization of the IS and the analytes in the same chromatographic
analysis, which can cause differential ion suppression.

To evaluate the differential effect existing in the studied plant
species, a study was carried out using 2-naphthol as an IS for the
analysis of some phenolic compounds, which have been reported
in the literature [43]. In the case where there is no differential
suppression, the ratio between the analyte and IS areas should
be almost the same when analyses in the matrices and standard
solutions are compared.

As observed in Fig. 5, the studied IS presents a variable behavior
in each studied matrix. For gallic acid, caffeic acid, rosmarinic acid,
myricetin, chlorogenic acid, luteolin and quercetin, the ratio for the
analyte/IS areas is at least 30% higher in the matrices compared to
the measurements performed in standard solutions in MeOH/0.1%
CH3COOH (v/v). The opposite situation is observed for vanillic acid,
where in the matrix analysis, the analyte/IS ratio is up to 28% lower
than that in standard solutions.

In quantification studies liable to effects of differential sup-
pression, calibration with an IS can lead to severe errors. In cases
where the analyte/IS ratio increases in specific matrices, false pos-
itive results can distort the reality and lead to conclusions that are
completely wrong [21]. The variability in behavior observed among
similar matrices (plants of the same genus or even the same species)
is another point that should be carefully addressed, following and
expanding the arguments stated by Ismaiel et al. [44] for the anal-
ysis of plant extracts. According to these authors, ion suppression
studies in a unique biological source may not be sufficient for ensur-
ing the validity of the method in different sources of matrices that
are significantly different.

The extent of differential ion suppression can be reduced by
decreasing the time of the chromatographic analysis, providing that
the IS co-elutes with the analytes, as proposed by Mortier et al.
[45]. Additionally, according to Ismaiel et al. [44], a correction of
the variations caused by differential ion suppression through the
use of a deuterated IS possessing a molecular structure identical to
the analyte was observed. Subsequent studies performed by Berg
and Strand [46] showed that the use of 13C-labeled ISs can com-
pensate for the differential suppression more efficiently than those
labeled with deuterium (2H) for analysis by UHPLC. However, some
studies report that when LC-ESI-MS is used the labeled standards
contribute to the ion suppression of native analytes present in the
samples [47-49].
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4. Conclusions

A systematic study covering the various sources of ion sup-
pression in analysis by UHPLC-ESI-MS/MS was performed. The
developed separation method and the different plant extracts were
evaluated by six experimental approaches, which were designed
to identify different mechanisms of ion suppression. The study
showed the influence of diverse variables on the ionization effi-
ciencies of 24 analytes, including the mobile phase composition,
co-elution of analytes, matrix effects, competition for charges in the
ionization source and differential ionization of an IS. To the best of
our knowledge, it is the first time that an evaluative study of several
causes of ion suppression in the analysis of phenolic compounds by
UHPLC-ESI-MS/MS is performed by comparing different species of
plants and using the same sample pre-treatment procedure.

The different effects observed, even between very similar matri-
ces, showed that ion suppression studies are essential during the
development and validation of methods using UHPLC-ESI-MS/MS.
It was also evidenced how far from the reality may be the results
of a quantification study of (poly) phenols in plant-based sam-
ples. Herein, some critical points were identified with the aim of
reducing the LODs of the method, such as the choice of appropri-
ate mobile and stationary phases so that ion suppression caused by
additives and co-elution could be avoided. The influence of matrix
components, in turn, can be minimized by choosing an appropriate
sample pre-treatment, such as the SPE used in this study. Moreover,
obtaining false positive or false negative results deserves attention
and is mainly affected by the choice of an appropriate dilution of the
matrix as well as the use of a suitable IS. Lastly, to reduce the effects
of ion suppression caused by the matrix or errors in the choice of an
IS, the use of calibration by the standard addition method is highly
recommend, even though it is laborious.
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