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INTRODUCAO

Os 6leos essenciais, também conhecidos
como Oleos etéreos (em latim, aetheroleumn) ou dleos
volateis, representam uma pequena fracao lipofilica
da composicao quimica das plantas. Essa fracao,
geralmente, confere os aromas singulares as mais
diversas espécies de plantas, notadamente as
denominadas aromadticas. Esses d&leos sao
empregados, rotineiramente, em industrias
farmacéutica, alimenticia e cosmética, bem como na
aromaterapia. Além disso, apresentam uma
constituicdo quimica que pode ser categorizada em
dois tipos:
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- Presenca de uma substancia volatil majoritaria de teor elevado como, por exemplo, a presenca do
1,8-cineol (80%) no dleo essencial de eucalipto (Eucalyptus globulusLabill., Eucalyptus fruticetorumF. Muell.
ex Miq. e Eucalyptus smithiiF. Muell. ex R.T. Baker segundo a Farmacopeia Europeia) e 0 anetol (90%) no 6leo
dos frutos de erva-doce (Pimpinella anisumL.) (SIMOES & SPITZER, 2007). As outras substancias que constituem
esses 6leos podem ser encontradas em quantidades muito baixas (tragos).

- Misturas complexas de substancias volateis, que podem ser compostas desde poucas até centenas
de substancias contendo diversas funcdes organicas como alcoois, aldeidos, cetonas, fendis, 6xidos, perédxidos,
furanos, lactonas, acetais, éteres, ésteres e até mesmo substancias contendo nitrogénio e enxofre.

Os principais esqueletos carbdnicos que sustentam essa diversidade de fungdes sao, geralmente,
pertencentes a dois grupos:

(a) os terpenoides, que sdo substancias formadas por unidades isoprénicas (5 carbonos) e classificados
apartir do nimero dessas unidades que os constituem. Os terpenoides, uma das maiores classes de metabdlitos
em produtos naturais, possuem cerca de 30.000 estruturas descritas (BREITMAIER, 2006) e podem ser do tipo
hemiterpeno, monoterpeno, sesquiterpeno, diterpeno, sesterpeno, triterpeno e tetraterpeno, os quais
possuem 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 40 carbonos (CROTEAU et a/, 2000), respectivamente. Porém, nos 6leos
essenciais estdo presentes substancias mais volateis como os monoterpenos e sesquiterpenos.

(b) os derivados aromaticos, que sdo, principalmente, representados pelos derivados fenilpropanoides.
Esses ultimos sao esqueletos aromaticos biossintetizados a partir da via do acido chiquimico e possuem uma
cadeia alquilica lateral (C,-C,) como, por exemplo, oisoeugenol, anetol e estragol (Figura 1).

HO ')

A0 |
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FIGURA1 | Estruturasquimicas de alguns derivados fenilpropanoides

A producao e liberagdo de substancias volateis pelas plantas tém relacdo com as interagdes dessas
com outros organismos vivos, como também devido a influéncia de fatores bidticos e abiéticos (SCHULTZ,
2002; DUDAREVA et al, 2004). Neste contexto, podemos citar algumas fungdes ecoldgicas atribuidas a essas
substancias volateis tais como: a inibicdo de germinacao (efeito alelopatico) assim como ocorre no chaparral
californiano entre Sa/via leucophylla Greene e Artemisia californicaLess.(HARBORNE, 1993a), atracdo de
polinizadores e protecao. Este tltimo é evidenciado, por exemplo, pelo efeito deterrente do epdxido de
cariofileno em formigas (HARBORNE, 1993b).

O estabelecimento do perfil das substancias volateis, de forma geral, envolve duas etapas fundamentais;
aextracdo e aanalise. A extracdo pode ser realizada por diversas técnicas como a hidrodestlilagdo, prensagem,



enfleurage, extracdo com solventes e por fluido super critico (SIMOES & SPITZER, 2007). Além dessas técnicas
de extracdes convencionais, também ha outras técnicas mais recentes, designadas de ndo convencionais e
gue possuem alta capacidade de concentracdo, como a microextracao em fase sélida (SPME, So/id Phase
Microextraction), SBSE (Stir Bar Sorptive Extraction), STE (Sorptive Tape Extraction), SPDE (Solid Phase Dynamic
Extraction) entre outras (BICCHI et a/, 2008).

A composicao da fracdo volatil pode ser diferente dependendo do método de extracao selecionado,
sendo que atualmente ha umatendéncia na miniaturizacao das técnicas de preparo da amostra etambéma
utilizacdo de técnicas que extraiam as substancias o mais proximo do real perfil quimico encontrado no
vegetal para, por exemplo, estudos de ecologia quimica (STASHENKO et a/, 2004). Convém ressaltar que
neste contexto mundial de crise ambiental e modelo econdmico que prima pela constante diminuicdo de
custos e tempo no processo produtivo, ainda tem conduzido as pesquisas de métodos de extracao mais
eficientes que utilizem pouco ou nenhum solvente organico e pouco tempo para a extracao (SAHRAOUI et a/,
2008).

A anélise (segunda etapa) das substancias volateis tem sido realizada, principalmente, por meio da
técnica de cromatografia gasosa (GC, Gas Chromatography) acoplada a detectores como FID (Flame lonization
Detecton, MS (Mass Spectrometry), IR (Infrared Spectroscopy) entre outros (BONATO, 2006). Convém destacar
também os avancos nessa etapa de andlise, pois essas permitem analises cada vez mais rapidas e com alta
resolucao cromatografica, o que resulta em alta produtividade e reducdo dos custos por andlise. Como
exemplo, tem-se o0 Fast-GC, Ultra Fast-GC (BICCHI et a/, 2004a) e GC bidimensional (GCxGC) (PEDROSO et a/,
2009), nesse ultimo pode ser utilizado uma coluna cromatografica, em uma das dimensées, para a separacao
de enatidmeros, o que permite analisar a composicdo enantiomérica de cada pico cromatografico (CORDERO
et al, 2006; PEDROSO et a/, 2009).

PROCEDIMENTOS DE EXTRACAO

O procedimento de extracao é determinante na composicao quimica do 6leo, o que também reflete
em suas caracteristicas odoriferas. Diante disto, a industria utiliza esse critério para otimizagao do processo de
extragao, como também a obtencao do maior rendimento possivel. Por outro lado, houve um grande avanco
nas técnicas realizadas em microescalas com alta capacidade de concentracao, o que é, demasiadamente,
importante para o estabelecimento do perfil quimico dos volateis o mais préximo do emitido pelas espécies
vegetais, ja que esse se faz necessario para o estudo das relagdes quimico-ecoldgicas, pois essa fracao volatil
emitida é considerada um importante biosensor (DUDAREVA et al, 2004).

PROCESSOS CONVENCIONAIS

Os processos de extracao de 6leos que envolvem a hidrodestilacao, enfleurage, prensagem e extracao
com solventes sdo considerados métodos classicos, porém, atualmente, foram desenvolvidas algumas
modificagcdes nessas metodologias com o intuito de se obter produtos finais com maiores rendimentos e
qualidade.
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A enfleurage ou enfloracao é um processo milenar de extracao em fase solida utilizando gordura
animal ou vegetal. Em geral, ela é empregada na extracdo de volateis de flores que sdo termicamente
instaveis e altamente volateis. Essa técnica apresenta um baixo rendimento, porém resulta em um produto
final de alta qualidade e de aroma peculiar, o que reflete em produtos de alto valor comercial. Por esta razao,
ainda é utilizada na extracdo dos 6leos volateis para a producao de perfumes como, por exemplo, a partir das
flores de jasmim (Jasminum officinale L. e Jasminum sambac Soland. ex Ait.) na Franca e Italia (HOLMES,
1998), como também de flores de lirio no Brasil.

A extracao por pressao (prensagem) ainda é bastante utilizada em industrias devido ao seu alto
rendimento. Entretanto, esta técnica de extracao é pouco seletiva e em muitos casos podem produzir 6leos
com altos teores de substancias ndo volateis, impurezas e lipidios. Essa metodologia de extracao é
rotineiramente empregada na obtencao de dleos de frutas citricas (BAKKALI ez a/, 2008), sendo importante
destacar que o Brasil é o maior exportador do 6leo de laranja (Gitrus sinensis(L.) Osbeck), o qual é obtido por
essa técnica (BIZZO et al, 2009).

A extracao com solventes organicos é realizada com solventes de baixa polaridade. Assim, os produtos
obtidos possuem desde substancias volateis e nao volateis até substancias lipidicas em sua composicao,
sendo denominadas de 6leos fixos ou concretos. Apesar desse tipo de extracdo ter alto rendimento, ndo é a
metodologia mais utilizada em escala industrial, pois geram produtos com muitas impurezas e residuos de
solventes, o que é expresso em seus baixos valores comerciais (FERHAT et a/, 2007; BIZZO et al, 2009).

Ja a extragdo por arraste a vapor, como a hidrodestilacao, é a principal metodologia empregada na
obtencdo de 6leos essenciais, porém ocorre a trivial formacéo de artefatos, ja que essa é realizada em meio
aquoso e com elevadas temperaturas, o que pode promover reacdes de hidrdlise, rearranjos, isomerizagdes
e oxidagdes. Além dessa desvantagem, podem ocorrer perdas de substancias altamente volateis, de baixo
peso molecular ou daqueles que estdo em pequenas quantidades nas matrizes vegetais, como também essa
metodologia requer um longo tempo para a extracdo, o que reflete na produtividade. Consequentemente,
esse tempo excessivo conduz em elevados custos para a realizacao desse tipo de extracdo em escala industrial,
devido ao grande consumo energético. A grande parte desse consumo é baseada em uma matéria-prima nao
renovavel e o desenvolvimento de técnicas mais rapidas e eficientes de extragao contribuird na sustentabilidade
ambiental, o que resulta em estimulos para a realizacdo de pesquisas nesta drea visando a busca de técnicas
com menor consumo de solvente, tempo e energia.

O aparelho de Clevenger é utilizado no processo de obtencao de 6leos por hidrodestilacdo, mas
também ja foram propostas algumas modificacdes nesse tipo especial de vidraria (AKISUE, 1986). Quando
comparamos as Farmacopeias Europeia, Britanica e a dos Estados Unidos, é possivel verificar que esse modelo
é frequentemente modificado, visando melhores condi¢cdes operacionais. Ressalta-se que estas diferencas
sd0, em sua maioria, devido as caracteristicas que cada material pode apresentar como, densidade, volatilidade,
viscosidade e carater quimico.

Os produtos obtidos a partir da hidrodestilacdo possuem em suas composicdes altos teores de
monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides, os quais sao os principais responsaveis pelas caracteristicas
odoriferas dos 6leos essenciais. Além do mais, esses 6leos podem ser analisados por injecdo direta no
cromatdgrafo a gas, ou seja, ndo requerem uma etapa prévia de purificagao (c/ean-up) (SANTOS et a/, 2001;



KHAJEH et al, 2004; BIZZO et al, 2009). Porém, convém destacar que o 6leo essencial obtido por esta
metodologia é discrepante do real perfil quimico encontrado nas espécies vegetais e do emitido por elas.
Essa constatacao é confirmada na comparacéo entre os cromatogramas das analises por GC-MS dos dleos
essenciais de Bidens sulphurea(Cav.) Sch. Bip. obtidos por hidrodestilacao e por SPME (Figuras 5 e 7).

Em virtude do grande tempo necessario para extracao do éleo essencial por hidrodestilacdo, podem
ser realizadas hidrodestilacées com o auxilio de micro-ondas, sendo denominado de MAHD (Microwave-
Assisted Hydrodistillation) (STASHENKO et al,, 2004; PRESTI et a/, 2005; WANG et al,, 2006). Entretanto,
mais recentemente a extragao por auxilio de micro-ondas vem sendo realizada somente com o material
fresco (sem adicao de dgua) com a denominacao de MSD (Microwave Steam Distillation) para a obtencao
da fracdo volatil (LUCCHESI et a/, 2004; FERHAT et al, 2006; SAHRAOUI et a/, 2008; ). Nos estudos dos
volateis das flores de lavanda (Lavandula angustifoliaMill.), foi possivel verificar o mesmo rendimento e
perfil quimico quando se comparou o 6leo obtido por arraste a vapor e MSD (SAHRAOUI et a/, 2008; FARHAT
etal, 2009). Além disso, os custos e o impacto ambiental foram, consideravelmente, reduzidos quando se
utilizou a MSD ja que o tempo requerido para a extracao foi menor. Ainda, segundo neste estudo, tendo
como fonte de energia o carvao mineral ou ainda os combustiveis fésseis, de forma geral, a emissao de CO,
na atmosfera seria 80% menor, enquanto o rejeito de dgua seria ainda 85% menor quando se utilizaa MSD.
Essa maior eficiéncia no processo de extracao é atribuida ao “coeficiente de transferéncia de massa’, pois
esse é, aproximadamente, seis vezes maior na MSD (FARHAT et al.,, 2009).

Dentre as principais vantagens da extracdo por MSD, pode-se ressaltar a significativa reducao do
tempo de extracdo e a auséncia de solventes, inclusive agua, o que pode refletir na reducdo da formacao
de artefatos (LUCCHESI et al, 2004; FERHAT et a/, 2006; DENG et a/, 2006). As analises quimicas dos 6leos
essenciais extraidos por hidrodestilacdo e MSD das cascas da laranja revelaram apenas pequenas alteragdes
nas composicdes quimicas desses 6leos, mas nao foram observadas diferencas em suas constantes fisicas.
Entretanto, a andlise das cascas, apds os processos de extracao por de microscopia eletrénica de varredura,
revelaram significativas diferencas. Esses resultados demonstraram que ocorre a ruptura de células e glandulas
do material vegetal mais rapidamente quando é utilizado o micro-ondas (FERHAT et a/, 2006).

Além das técnicas descritas, também hd a extracao e destilacdo simultaneas (SDE, Simu/taneous
Distillation-Extraction) que foi introduzida por Likens e Nickerson em 1964 e combina destilacdo a vapor e
extracdo com um ou mais solventes. Esse tipo de extracdo possui alta eficiéncia e reprodutibilidade, a qual é
realizada em uma Unica etapa para a extracao da fragao volatil, sendo amplamente empregada apesar de
ainda haver a possibilidade de formacédo de produtos de degradacao (CHAINTREAU, 2001).

As principais vantagens da SDE consistem na redu¢ao do tempo de extragdo e na utilizacao de
volume reduzido de solventes organicos, como também permite a obtencdo de um produto final livre de
materiais ndo volateis (acidos graxos, clorofila e outros) podendo ser analisado através de injecao direta no
cromatégrafo gasoso (JAYATILAKA et al, 1995; CHAINTREAU, 2001; DIAAZ-MAROTO et a/,, 2005; TEIXEIRA
et al, 2007). Esse protétipo tem sido modificado através do tempo visando diversificar as aplicagdes, as
quais chegaram, por exemplo, a serem usadas na industria de aromas na forma proposta por Godefroot e
colaboradores (1981).
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Extracdo por fluido supercritico

A extracdo por fluido supercritico (SFE, Supercritical Fluid Extraction) é uma técnica bastante antiga,
apesar de ainda ser considerada recente no Brasil devido a sua lenta difusao no pais. Essa extracdo emprega
um gdas como solvente, porém esse é mantido acima de sua temperatura e pressao criticas, tornando-se um
fluido supercritico que exibe caracteristicas peculiares, como baixa viscosidade, alta densidade e difusao
intermedidria entre gases e liquidos que variam com a densidade (MAUL, 1999; MAUL et a/, 1996). Logo, os
fluidos supercriticos exibem maiores taxas de transferéncia de massa para a extragdo a partir de uma matriz,
guando comparados com as extracdes que empregam solventes organicos, consequentemente resultam em
maiores rendimentos (HERRERO et a/, 2010).

Atualmente, a utilizagdo da SFE em escala industrial é extensamente aplicada e teve inicio na década
de 1970, na Alemanha, para a remocao da cafeina do café (ANKLAM & MULLER, 1995). Além dessa aplicacéo
comercial, também incluem a remocao da nicotina do tabaco (Nicotiana tabacumL.) na producdo de cigarros
light(KERROLA, 1995), obtencao de carotenos da cenoura (VEJA et al, 1996), 6leos essenciais (REVERCHON,
1997), extracdes de plantas para a utilizacdo em industrias farmacéuticas (KERROLA, 1995) e muitas outras
(HERRERO et al, 2010).

As industrias farmacéuticas, além do emprego da SFE para obtencdo de extratos, também utilizam
esta técnica em diversos procedimentos, como na purificacdo de excipientes (ASHRAF-KHORASSANI et al,
2005), producao de lipossomas (MEURE et a/, 2008), separacdes enantiosseletivas (KESZEI et al, 1999; IZAKE,
2007), purificacdo de substancias a partir do meio reacional e muitas outras (HERRERO et a/, 2010).

A presenca de substancias termoldbeis nos 6leos essenciais chama a aten¢ao para o uso de técnicas
que trabalhem a baixas temperaturas, como a SFE, para se evitar a possibilidade de reagdes que comprometam
a integridade quimica das substancias como oxidacoes, hidrolises e esterificagdes (PEREIRA & MEIRELES,
2007). Neste ponto, convém destacar que no cendrio atual de crescente desenvolvimento industrial e
econdmico, também ha a exigéncia da utilizacdo de processos que minimizem os danos ambientais, o que
ressalta a SFE ja que essa técnica utiliza gases como solventes e sdo designados de processos tecnolégicos
limpos (HUIE, 2002). Porém, um grande problema dessa técnica é a viabilidade econdmica, pois os
equipamentos ainda possuem altos custos.

Além das baixas temperaturas utilizadas na SFE para extracao, também se podem ressaltar muitas
outras vantagens dessa técnica, como a reutilizacdo dos solventes ja que os fluidos supercriticos voltam ao
estado gasoso em condi¢des de pressao normal e temperatura ambiente, o que também resulta na obtencao
de produtos de alto valor agregado, pois esses sao livres de residuos toxicos de solventes organicos.

A maioria dos gases utilizados na SFE sao inertes e seguros, como o CO,, um dos gases mais,
amplamente, difundidos em SFE, pois esse exibe uma série de caracteristicas interessantes. Dentre essas esta
a sua baixa temperatura critica, grande versatilidade, baixo custo, ndo é inflamavel e possui pressao critica
baixa, o que facilita sua utilizacdo em escala industrial (LANCAS, 2002).

Alémdo CO,, muitos outros gases podem ser utilizados em SFE, como nitrogénio (N,), metano (CH,),
etano (CH,), 6xido nitroso (N,O), hexafluoreto de enxofre (SF) dentre outros. Entretanto, mais de 90% dos
procedimentos utilizam o CO,, devido a suas vantagens analiticas ja enumeradas, anteriormente, e por ser
altamente seguro, pois nao é inflamavel (POURMORTAZAVI & HAJIMIRSADEGH]I, 2007). O CO, possui carater
lipofilico e por esta razéo os extratos produzidos a partir desse gas sdo ricos em substancias apolares e



apresentam composicdes quimicas similares aos dos 6leos essenciais, porém de maior qualidade e com
menor quantidade de produtos de degradacao (HAN et a/, 2009).

Em contrapartida, pode-se facilmente alterar a seletividade dos fluidos supercriticos para se obter
produtos enriquecidos com as substancias de interesse e/ou alterar a polaridade do solvente extrator (fluido
supercritico) para a obtencdo de substancias de média até alta polaridade. Essa seletividade pode ser facilmente
modificada pela alteracdo da temperatura e pressao, assim como sua polaridade que pode ser alterada pela
adicdo de cossolventes como, por exemplo, metanol, etanol e dgua (ZANCAN et a/, 2002; HERRERO et a/,
2010).

A pratica de adicdo de modificadores, denominados de cossolventes, é amplamente disseminada
para aadequacao da polaridade dos solventes extratores frente as substancias de interesse. Dessa maneira, é
possivel a extracdo de alcaloides (LING et a/, 2007), metais (KERSCH et a/, 2000; POURMORTAZAVI et al,
2004), flavonoides nao glicosilados (LIN ez a/; 1999; PENG et a/, 2006) e até mesmo de substancias glicosiladas
(MORAES et al, 1997; SCALIA et al, 1999).

PROCEDIMENTOS PARA MICROEXTRACOES (TECNICAS COM ALTA
CAPACIDADE DE CONCENTRACAO)

As técnicas mais recentes, que serao descritas neste texto, consistem daquelas com alta capacidade
de concentracao dos analitos extraidos a partir de uma matriz. Essas técnicas, em sua grande maioria, podem
ser utilizadas nas extragdes das substancias de duas maneiras: do Aeadspaceou de forma direta. Essa ultima
envolve o contato direto do componente extrator com a matriz que contém os analitos a serem extraidos. Ja
na extracao dos analitos a partir do headspace esses devem ser, necessariamente, substancias de média a alta
volatilidade, pois a técnica de extracao vai capturar essas substancias quando as mesmas estiverem volatilizadas.

Todos os recentes avangos, nessas técnicas de alta capacidade de concentracao, a partir do Aeadspace,
sao de extrema relevancia nos estudos das substancias volateis produzidas pelas plantas. Além dessas nao
utilizarem solventes, também sdo capazes de extrair as substancias, até mesmo as altamente volateis, utilizando
apenas uma pequena quantidade de amostra vegetal e de maneira cada vez mais eficiente e rapida. Portanto,
essas caracteristicas permitem que essas técnicas sejam empregadas na analise da fracao volatil emitida pela
planta, ja que modificagcdes nesses constituintes sdo importantes no diagnoéstico de alteragées no metabolismo
e ajudam a esclarecer questdes relacionadas com a biossintese e ecologia (THOLL et a/, 2006; DUDAREVA et
al, 2006).

Essas técnicas de extracao, a partir do headspace, ainda podem ser divididas em duas categorias:
estatica e dinamica. Muitas dessas técnicas ja podem ser realizadas de forma simples e automatizadas, o que
facilita o emprego delas como técnicas rotineiras para analises de fragdes volateis nos laboratérios (VITENBERG,
2003). Os avancos das técnicas dindamicas foram de suma importancia, pois elas podem aumentar a velocidade
das extracOes, além de serem capazes de extrair as substancias de forma mais eficiente, principalmente em
termos quantitativos, o que pode permite em muitos casos o uso ainda de menores quantidades de amostras
vegetais (BICCHI et a/, 2008).
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Diante do exposto, apenas sera descrita uma revisao de técnicas mais utilizadas na condicdo de
extracdo das substancias a partir do Aeadspace, pois neste capitulo sdo abordadas questdes apenas relacionadas
as substancias volateis.

Microextracao em fase solida (SPME)

A microextracao em fase solida (SPME, SPME, So/id Phase Micro-Extraction) é uma técnica que utiliza
uma fase extratora solida (polimero ou sélido adsorvente) e permite a realizacao de extracdes em microescala
de maneira muito eficiente. Logo, essas extracdes em microescala apresentam grandes vantagens, como a
nao utilizacao de solventes organicos e a rapida velocidade de extracao, o que viabilizaria a realizacdo de
repetidos experimentos e assim facilita os estudos quantitativos.

Dessa maneira, a SPME é uma técnica baseada na absorcdo ou adsorcao de analitos em umafibra de
silicafundida revestida por um polimero, a qual existe disponivel comercialmente com variados polimeros de
diferentes afinidades (VALENTE & AUGUSTO, 2000) (Figura 2). Apos a extracao dos analitos, a fibra é mantida
exposta na camara de injecdo do cromatografo gasoso para que ocorra a dessorcao térmica dos analitos e
carreacao desses para a coluna cromatografica para a devida separacao e deteccéo (Figura 3).

A técnica SPME foi desenvolvida por Pawliszyn e colaboradores (1990) e desde entdo a sua utilizagdo
vem crescendo cada vez mais. Alguns artigos de revisao sobre essa técnica abordam as teorias, fundamentos
e aplicacdes da SPME, sendo esses excelentes fontes para o estudo sobre esta técnica de extracdo (LOUGH et
al, 1992; VALENTE & AUGUSTO, 2000; VAS & VEKEY, 2004; HAKKARAINEN, 2007).

O processo da SPME combina o isolamento dos analitos a partir de uma matriz, concentragao e
introducao dos analitos no cromatdgrafo gasoso (ZHANG & PAWLISZYN, 1993). Essa técnica vem sendo
amplamente empregada em andlises do meio ambiente (48%), alimentos e botanica (33%) e nas areas clinica
e forense (19%) (STASHENKO & MARTINEZ, 2007).

__amostrador . A
- tubo hipodérmico

o (agulha de ago inox)
I __—tubo de fixagéo da fibra

—fibra de silica fundida resvestida

= =1 : : '__headspace
tubo de fixac&o da fibra
revestimento (fase extratora)
fibra de silica fundida

FIGURA2 | Extracdo por SPME a partir do headspacee detalhe da fibra
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FIGURA 3 | Dessorcdo térmica da fibra de SPME no cromatoégrafo gasoso. A:
insercao do amostrador de SPME no injetor aquecido, B: exposicao
da fibra de SPME para a dessorcao das substancias extraidas, C:
remocao do amostrador do injetor.

A SPME &, extensivamente, aplicada no estudo de aromas, ou seja, das substancias volateis, ja que
essa metodologia é simples, rdpida, ndo necessita de solventes, requer apenas uma pequena quantidade de
material vegetal, além de minimizar a perda de substancias altamente volateis (VAS & VEKEY, 2004; STASHENKO
& MARTINEZ, 2007; BICCHI et a/, 2008). Como exemplos dessas aplicacdes, podem-se enumerar as analises
dos volateis de oito espécies vegetais brasileiras por Sartoratto e Augusto (2003) e o estudo dos aspectos
cinéticos e termodinamicos da producao das substancias volateis de Capsicum annuum L. durante o
aquecimento (CREMER & EICHNER, 2000).

Em relacdo a muitos dos procedimentos convencionais de extracdo, a SPME revela muitas vantagens
como a auséncia de solventes organicos, a necessidade de apenas uma pequena quantidade de material
vegetal, a extracdo de substancias minoritdrias e de alta volatilidade, além do tempo de analise ser menor,
mantendo e/ou melhorando a sensibilidade e reprodutibilidade. A SPME também evita a modificacdo quimica
e producdo de artefatos, como também a perda de substancias altamente volateis que podem ocorrer nos
métodos convencionais de extracdo dos éleos essenciais (STASHENKO & MARTINEZ, 2007).
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A fim de exemplificar essas diferencas nos perfis quimicos dos volateis extraidos por uma técnica
convencional e a SPME, foram realizadas analises dos volateis oriundos das partes aéreas e flores de
Bidens sulphurea (Cav.) Sch. Bip. obtidos por hidrodestilacao e SPME (a partir do headspace). Esses
componentes volateis foram analisados por GC-MS e identificados através da comparacao de seus
espectros de massas com os espectros do banco de dados do aparelho cromatografico e dos indices de
retencdo calculados a partir da série homologa de hidrocarbonetos n-alcanos (ADAMS, 1995).

Apos essas analises, foi possivel observar distintas variagées nos perfis quimicos dos volateis obtidos
pelas duas técnicas, como pode ser verificado nas comparacdes entre os cromatogramas (Figuras 5e 7). Uma
diferenca significativa nessas analises é a presenca dos monoterpenos (substancias relativas aos picos
cromatograficos 1 a5 daFigura 5 e dos picos 2 a4 e 6 da Figura 7), os quais estavam presentes somente na
extracao realizada por SPME. Isso se deve ao fato dessas substancias serem altamente volateis, além de serem
componentes minoritarios da fracao volatil, o que contribui para a perda dessas substancias durante o processo
de extracao do 6leo essencial por hidrodestilagao.

As substancias 1 a 5 das anadlises dos constituintes volateis das partes aéreas de B. sulphurea
correspondem aos monoterpenos sabineno, B-pineno, B-mirceno, pseudolimoneno e B-felandreno,
respectivamente. Ja as substancias 2-4 e 6 oriundas das analises das flores de B. sujphureacorrespondem aos

monoterpenos (Z)p-ocimeno, (£)B-ocimeno, B-linalol e al/lo-ocimeno (Figura 4).

;

Sabineno B-Mirceno Pseudolimoneno
H
7z
| | XY
B-Felandreno (2)-B-Ocimeno B-Linalol Allo-ocimeno

FIGURA4 | Estruturas dos monoterpenos identificados a partir das partes
aéreas e flores de Bidens sulphureapor SPME/GC-MS.
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FIGURA5 | Cromatogramas obtidos nas andlises por GC-MS dos
componentes volateis das partes aéreas de Bidens sulphurea
obtidos por hidrodestilacdo e SPME (fibra de PDMS - 100 p)
(Condigbes cromatograficas: sp/it1/20 (250 °C), DB-5MS (30 m x
0,25 mm x 0,25 pm, fluxo 1,41 mL/min, pressao 87,1 kPa, 60-240
°Ca 3 °C/min)

O bicicloelemeno (pico 9 da Figura 5 e pico 11 da Figura 7) foi detectado apenas na extracdo por
SPME (Figura 6). Esse sesquiterpeno estava presente em quantidades significativas e ndo foi detectado se
guer na quantidade de tragco nos 6leos essenciais obtidos por hidrodestilacdo. Isso indica uma possivel
degradacado dessa substancia, juntamente com a perda de parte dessa por volatilizacdo, ja que a técnica de
hidrodestilacao é demasiadamente agressiva e utiliza altas temperaturas para a realizacao da extracao.

Entretanto, as substancias majoritarias se mantiveram as mesmas em ambos os processos de extracéo.
Nas partes aéreas (Figura 5) sdo os sesquiterpenos: f-elemeno (pico 16), -cariofileno (pico 18), germacreno
D (pico 27) e biciclogermacreno (pico 29). Ja nas flores (Figura 7) sdo os sesquiterpenos: 3 -cariofileno (pico
20), germacreno D (pico 28), biciclogermacreno (pico 30) e (£ A)-a-farneseno (pico 32).

Convém ressaltar que algumas substancias oriundas das partes aéreas e flores de B. sulphurea,
principalmente aquelas que se encontram em propor¢oes significativas, foram observadas somente quando
realizadas as extracdes por SPME. Algumas dessas substancias, oriundas das partes aéreas, sao: bicicloelemeno
(pico 9), B -gurjuneno (pico 20), a/lo-arodendreno (pico 23) e valenceno (pico 30). A partir das flores sédo os

seguintes constituintes: bicicloelemeno (pico 11), a/lo-arodendreno (pico 24) e valenceno (pico 31).
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FIGURA6 | Estruturasdealguns dos sesquiterpenos identificados a partir das
partes aéreas e flores de Bidens sulphureapor GC-MS.
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FIGURA7 | Cromatogramas obtidos nas analises por GC-MS dos
componentes volateis das flores de Bidens sulphureaobtidos por
hidrodestilagdo e SPME (fibra de PDMS - 100 ) (Condi¢ées
cromatograficas: sp/it1/20 (250 °C), DB-5MS (30 m x 0,25 mm x
0,25 um, fluxo 1,41 mL/min, pressao 87,1 kPa, 60-240 °C a 3 °C/
min)



Além do descrito até agora, também foi possivel observar uma maior incidéncia de sesquiterpenos
oxigenados no 6leo obtido por hidrodestilacao das partes aéreas (substancias correspondentes aos picos 37
a52), podendo essas substancias serem produtos de degradacao gerados durante o processo de extragao.
Essa extracao também foi realizada com uma fibra mais polar (Carbowax/Divinilbenzeno, CW/DVB) e com
temperaturas mais altas para verificar a extracao desses constituintes oxigenados. Porém, essas mesmas
substancias nao foram visualizadas, o que é um indicio de que muitos dos sesquiterpenos oxigenados
identificados no 6leo essencial de B. sulphureapodem ser artefatos.

O mecanismo de extracdo da SPME é baseado no fendmeno de absor¢do ou adsorcao dependendo
do tipo de material da fibra, sendo esse ultimo, por exemplo, um fendémeno que ocorre em fibras de carboxen
(sélido poroso de carvao ativo microparticulado) e o primeiro em fibras de PDMS (polidimetilsiloxano) e PA
(poliacrilato). Esse filme (polimero ou sélidos porosos dispersos em matrizes poliméricas), que recobre um
bastdo de silica fundida, pode ter diferentes espessuras (7 um a 100 um) (VALENTE & AUGUSTO, 2000) (Figura
2), afinidades quimicas e polaridades. As fibras disponiveis comercialmente, as quais se encontram sumarizadas
naTabela 1, podem ser utilizadas com amostradores (ho/der) manuais para a realizacao das extragcdes ou para
sistemas totalmente automatizados com interfaces para o cromatégrafo gasoso ou no caso de substancias
polares acoplados para o cromatografo liquido de alta eficiéncia. Porém, neste capitulo apenas serao abordadas
as fibras utilizadas para analises de volateis em cromatdgrafo gasoso.

A otimizacao dos parametros que influenciam nas extragdes com a SPME sao fundamentais para a
analise dos volateis, pois desta forma é possivel realizar analises com superiores reprodutibilidade e
sensibilidade, além de um menor tempo de extragao. Assim, é de grande relevancia a selecao do tipo de
recobrimento da fibra, os estudos de cinética para se atingir o equilibrio, bem como a otimizacao da dessorcao
dessas substancias na camara de injecdo do cromatografo.

Os fundamentos que esta técnica se baseia sdo os principios de cinética de transferéncia de massa
entre fases e de termodinamica (descricao do equilibrio de particdo). Portanto, a resisténcia a transferéncias
de massas devem ser vencidas até que o ponto de equilibrio seja atingido. Logo, em um sistema trifasico,
conforme ilustrado na figura 2, as transferéncias de massas vao depender do equilibrio entre as trés fases
(matriz-headpacee headspace-fibra), como também do coeficiente de difusdo dos analitos a serem extraidos
e as dimensdes das fases utilizadas (VALENTE & AUGUSTO, 2000; VAS & VEKEY, 2004).

Portanto, o ideal é selecionar o tipo de recobrimento (afinidade), a espessura do filme para os analitos
a serem extraidos, como também a temperatura e o tempo de extracdo, agitacao do sistema, pH da amostra,
forca idnica e o tipo de frasco utilizado, ja que todos esses aspectos influenciam a eficiéncia da extracao
(VALENTE & AUGUSTO, 2000; VAS & VEKEY, 2004).
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Tabela 1. Tipos de fibras de SPME disponiveis comercialmente para GC

PDMS Apolar 7,30, 100 280 Volateis e apolares

Semivolateis e polares

PA Polar 85 320 (média a alta)
Voléateis e nao volateis
PDMS/DVB Bipolar 60, 65 270 de baixa a alta
polaridade
CAR/PDMS Bipolar 75, 85 320 Volateis e gases
CW/DVB Polar 65, 70 265 Volateis de média a
alta polaridade
Volateis e polares
CW/PEG Polar 60 330

(média a alta)

Volateis e substancias
DVB/PDMS/CAR Bipolar 50/30 270 de peso molecular
entre 40 e 275

Volateis, gases e

Carbopack-Z Polar 15 340 o
substancias leves

L espessura do recobrimento; T: temperatura maxima recomendada para dessorcdo térmica; PDMS:
polidimetilsiloxano; PA: poliacrilato; CAR: Carboxen; CW: Carbowax; PEG: polietilenoglicol

Otipo de recobrimento da fibra pode alterar de maneira significante o perfil das substancias extraidas,
ja que a constante de distribuicdo do analito nafibra é um fatorimportante na transferéncia de massas entre
esses sistemas, o que afeta diretamente a sensibilidade. Assim, substancias volateis mais polares sdo melhores
extraidas quando se utilizam fibras mais polares (GORECKI et a/, 1999, WARDENCKI et a/, 2004, 2007) como,
por exemplo, foi observado nas andlises dos volateis do café (ROBERTS et a/, 2000).

As fibras com recobrimentos de menores espessuras sao recomendadas para as analises rapidas e na
extracdo de substancias que possuem pontos de ebuli¢des altos, pois dessa maneira a extracao e dessorcao
sdo mais rapidas. Entretanto, convém ressaltar que apesar da reducao dos tempos das extracdes, a quantidade
de material extraido é menor devido a esse menor volume de recobrimento eisso pode acarretar problemas
de sensibilidade do método (GORECKI et a/, 1999; WARDENCKI et a/, 2007).

O tipo de frasco (via/) utilizado também reflete na eficiéncia da extracao, pois o estabelecimento do
equilibrio é atingido mais rapidamente em frascos com reduzidos volumes de Aeadspace. Geralmente,
utilizam-se frascos vedados e com amostra até a metade de sua capacidade. Esta relagcdo entre areducdo do
headspace e a eficiéncia na extracao foi verificada, por exemplo, no estudo realizado por Yang e Peppard
(1994).

Além dos parametros ja descritos, o aumento daforca idnica e do pH da amostra também influenciam
a eficiéncia da extracdo. No primeiro caso, a adi¢do de sais causa uma reducao da solubilidade das substancias

apolares facilitando a passagem dessas para a fase de vapor, assim o tempo de equilibrio pode ser minimizado



(YANG & PEPPARD, 1994). Esse recurso é muito utilizado nas determinag¢des de residuos de pesticidas (BOY-
BOLAND & PAWLISZYN, 1995; HWANG & LEE, 2000), de componentes de aromas (MESTRES et a/, 2000;
FITZGERALD et al, 2000) e de residuos de solventes em produtos farmacéuticos (LEGRAND et a/, 2003). Jano
segundo caso, a alteracdo do pH pode ser utilizada em casos de misturas contendo substancias de carater
acido e basico, pois essas substancias, dependendo do pH, podem estar na forma idnica e favorecer a
volatilizagdo das substancias ndo iénicas (BUCHHOLZ & PAWLISZYN, 1994).

Com relagao a agitagao da amostra, esta € uma pratica também muito comum devido a sua simplicidade,
principalmente a agitacdo magnética. Essa pratica reduz, consideravelmente, os tempos de extracao, pois
facilita a difusdo dos analitos. Entretanto, € importante ressaltar que a capacidade de extracao da fibra nao é
alterada (VALENTE & AUGUSTO, 2000; WARDENCKI et a/, 2007).

Outro fator que influencia, consideravelmente, a eficiéncia da pré-concentracdo dos analitos é a
temperatura de extracdo. O aumento da temperatura facilita a difusdo dos analitos e sua volatilizacdo o que
reflete na minimizacdo do tempo das extragdes, mas uma elevacao excessiva da temperatura pode conduzir
adessorcao precoce dos analitos da fibra. Portanto, a temperatura adequada para a extracdo dependera da
composicao da matriz, do tipo de seus constituintes e do tipo de fase extratora da fibra (ZHANG & PAWLISZYN,
1993; VALENTE & AUGUSTO, 2000; WARDENCKI et a/, 2004, 2007).

Outras técnicas para microextracoes
Extra¢ao sortiva em tubo

Com o intuito de reduzir alguns problemas da SPME, principalmente aqueles relacionados com a
sensibilidade, fragilidade e falta de flexibilidade da fibra, foi desenvolvida uma técnica denominada de INCAT
(/nside Needle Capillary Adsorption Trap) por McComb e colaboradores (1997). Essa técnica consiste de uma
agulha capilar revestida internamente por um polimero (fase extratora) e acoplada a uma seringa, a qual foi
utilizada na analise de misturas complexas de substancias oriundas de produtos de derivados de petréleo
(SHOJANIA et al, 1999).

Posteriormente, um dispositivo muito semelhante ao descrito acima foi disponibilizado
comercialmente pela Chromtech em 2000 (MUSSHOFF et a/, 2002) sob a denominagao de SPDE (So/id-Phase
Dynamic Extraction). Esse Ultimo consiste em uma agulha de aco-inox (5,5 ou 7,5 cm) com um revestimento
interno de fase extratora (filme de 50 um e volume de 4,5 uL) acoplada com uma seringa (2,5 mL), (Figura 8).

Durante o processo de extra¢ao, os analitos sao retidos no polimero que reveste a parede interna
dessa agulha e o ar (headspace) é passado por essa agulha através do movimento do émbolo (RIDGWAY et a/,
2006). Apds essa extracdo, as substancias sao termicamente dessorvidas e conduzidas para o interior do
cromatdgrafo gasoso por um gds carreador para poderem ser separadas e detectadas (Figura 9). Convém
destacar, que ja ha comercialmente disponiveis interfaces entre SPDE e o cromatégrafo gasoso ou o liquido
de alta eficiéncia. Portanto, essas extracdes e analises podem ser realizadas de maneira automatizada, o que
facilita a sua realizacdo nos laboratérios como uma técnica de rotina, além de sua maior precisao.

Alguns parametros devem ser otimizados como a temperatura de extracao, o volume aspirado, o
numero e a velocidade das aspira¢ées, o tipo de fase extratora (revestimento interno da agulha), volume e
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avelocidade do gas empregado na dessorcdo, pois todos esses parametros citados influenciam a eficiéncia
34 das extracoes por SPDE (Mccomb et a/, 1997; TAN et al,, 1999; RIDGWAY et a/, 2006; JOCHMANN et a/.,
2007).
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FIGURA8 | Comparagéo entre SPME e SPDE
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FIGURA9 | Extracdo por SPDE (A) e dessorcédo térmica no injetor do
cromatografo gasoso (B)




O volume da fase extratora na SPDE é aproximadamente de 4,5 uL, o que é 10 vezes maior quando
comparamos com o volume dessa fase comumente utilizada na SPME (0,4 a 0,6 pL). Portanto, uma das
principais vantagens da SPDE é sua maior capacidade na concentracao dos analitos, o que a torna uma técnica
muito eficiente na extracdo de substancias que se encontram em pequenas quantidades nas matrizes
(RIDGWAY et al, 2006). Além disso, podem-se utilizar quantidades ainda menores de matrizes (amostras
vegetais), como também as extracdes podem ser realizadas em menos tempo ja que a extracao é dinamica.
Assim, o ar (headspace) que entra em contato com a fase extratora €, continuamente, renovado, o que
acelera a extragao (SAITO & JINNO, 2003).

A fase extratora (revestimento) pode ter diferentes seletividades dependendo do tipo de material
selecionado. Os polimeros disponiveis comercialmente sao o PDMS, PDMS/carvao ativado, PDMS/QV 225,
PDMS/fenil-metilpolisiloxano, polietilenoglicol (PEG) e DB 1701 (polidimetilsiloxano, 7% de fenil e 7% de
cianopropil).

A SPDE vem sendo aplicada em analises nas areas ambiental, alimenticia e forense. Como exemplos
dessas aplicagoes, se podem enumerar as analises de pesticidas em dgua (LIPINSKI, 2001), canabinoides e
anfetamina em cabelo humano (MUSSHOFF et a/, 2002, 2003), plantas, banana, café (verde e torrado) e
vinhos (BICCHI et a/, 2004b).

Outra técnica mais recente é a ITEX (/n-Tube Extraction), na qual entre a agulha (sem revestimento) e
a seringa ha uma coluna empacotada com material responsavel pela sor¢cdo dos analitos como, por exemplo,
Tenax. Esse procedimento de extracdo dinamica também permite a realizagao de andlises rdpidas a partir do
headspace, além de ser uma técnica com alta sensibilidade (JOCHMANN et a/, 2008).

Extragdo sortiva em barra de agitacao

A SBSE (Stir Bar Sorptive Extraction) foi desenvolvida por Baltussen e colaboradores (1999), sendo que
essa técnica foiinicialmente utilizada para a extracdo de substancias de baixa polaridade a partir de solugoes
aquosas. O dispositivo utilizado para a extragao possui trés partes; uma parte mais interna que é constituida
por uma barra de aco-inox (haste) revestida por uma capa de vidro e na parte mais externa had uma camada de
revestimento constituida de um material responsavel pela sor¢ao dos analitos (Figura 10). Os dispositivos de
SBSE sdo confeccionados com PDMS (fase extratora), devido suas propriedades adequadas de difusédo e
estabilidade térmica. A capa de vidro é importante nesse dispositivo ja que evita a degradacdo do PDMS por
contato deste com a haste metalica e, atualmente, esses sao comercializados pela Gerstel sob a denominagao
de Twister.

Em 2000, essa extracao por sorcao em barra de agitacdo magnética foi utilizada por dois grupos de
pesquisadores para a extracao das substancias a partir do Aeadspace e entao a técnica foi denominada de
HSSE (Headspace Sorptive Extraction). Assim, a barra de extracao foi mantida suspensa na fase vapor do frasco
contento a amostra a ser extraida (BICCHI et a/, 2000; TIENPONT et a/, 2000), (Figura 10).

As extragoes por SPME e HSSE sdao muito similares, porém a HSSE possui uma maior capacidade de
concentracao dos analitos quando comparado com a SPME g, portanto, se destaca por sua alta sensibilidade.
Isso esta relacionado com o maior volume de fase extratora na HSSE, a qual varia de 25 a 250 uL dependendo
do tamanho da barra (1 a4 cm). Além disso, é importante destacar as altas taxas de recuperagao dessa técnica,
mas essa é dependente do volume e da area superficial da fase extratora selecionada, quando comparada
com a SPME (BICCHI et a/, 2002, 2008).
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Assim como nas técnicas ja descritas anteriormente, na HSSE também ha muitas variareis que
necessitam ser otimizadas e padronizadas para se obter extracdes mais eficientes e menores tempos de
analise nos estudos que serao conduzidos. Entre essas varidveis, destacam-se os seguintes parametros: volume
da amostra, tipo de revestimento, dimensdes da barra de agitacdo, tempo de exposicdo, velocidade de
agitacao e temperatura de extracao (BICCHI et a/, 2003, 2005a; OCHIAIA et al, 2003; CHAVES & QUEIROZ,
2008).

Apos a extracao, os analitos devem ser dessorvidos para poderem ser analisados por GC. Assim, a barra
é acondicionada em um tubo de vidro e transferida para um sistema de dessorcao térmica, o qual é acoplado
ao cromatografo. Entretanto, para a realizacdo da dessorcédo térmica é necessario esse sistema de dessorcao,
o qual ha disponivel comercialmente dois tipos de sistemas e podem ser totalmente automatizados
(KAWAGUCHI et al, 2004). Porém, esses sistemas requerem cromatdgrafos a gas equipados com injetores de
temperatura programada que possuem o criotrap, para a concentracdo criogénica dos analitos ja que o
processo de dessorcao dos analitos é muito lento quando comparado com o da SPME. Dessa maneira, essa
etapa de concentracdo dos analitos antes de serem transferidos para a coluna cromatografica é de extrema
relevancia para uma boa resolucao na separacao das substancias (BICCHI ez a/, 2003; CHAVES & QUEIROZ,
2008).

Como os Twistersdisponiveis comercialmente possuem a camada externa de PDMS e por essa razdo
ha limitacdes na extracdo de substancias mais polares, muitos pesquisadores desenvolveram outras fases
extratoras, principalmente por processos de sol-gel, para tentar contornar este problema na extracao com
barras de agitacdo produzidas com PDMS. Nesse sentido, foram confeccionadas e testadas barras de agitacdo
com diferentes seletividades produzidas com, por exemplo, PDMS/PMHS (polimetil-hidrossiloxano) (LIU et
al,, 2004a), alquil-diol-silica (LAMBERT et a/, 2005), fases molecularmente impressas com polimeros (ZHU er
al., 2006), PDMS/poli(pirrol) (MELO et al, 2009) dentre outras.

fase extratora (PDMS)

haste de ago inox
) revestimento de vidro
Twister Twister

headspace

Dual-phase Twister

FIGURA 10 | Dispositivos utilizados em extragdo sortiva em barra de agitagdo
e detalhe da extracdo a partir do headspace



Além dessas variagdes nas barras de extrac¢ao, Bicchi e colaboradores (2005b) desenvolveram uma
segunda geracdo do 7wister, 0 qual é comercializado pela Gerstel sob a denominacao de Dual-phase Twister.
Portanto, essas barras de extracdo de segunda geracao foram desenvolvidas devido afalta de capacidade do
polimero PDMS (apolar) em extrair substancias de média a alta polaridade e de alta volatilidade. Desse modo,
essas barras mantém a alta capacidade de concentracao de analitos a partir de uma matriz, mas ao invés de
um material extrator essas barras utilizam dois ou mais materiais para esse fim e assim promovem a extracdo
por combinacédo de diferentes modos como a adsor¢do e sor¢do. Porém, essa técnica ainda precisa ser
modificada para a extracao de substancias altamente polares (BICCHI et a/, 2005b).

As barras de extracdo de segunda geracao (Dual-phase Twister) sao constituidas por um tubo de PDMS
empacotado com material adsorvente (carbono ativado) e nas extremidades esse tubo é mantido fechado
por um material magnético (Figura 10), pois assim esse pode ser magneticamente agitado. Assim, os analitos,
primeiramente, sdo absorvidos na camada de PDMS, em seguida sofrem difusao em direcdo ao interior do
dispositivo de extracédo e por fim sdo adsorvidos no material constituinte da camada interior (BICCHI et al,
2005b).

Portanto, as extragoes de analitos a partir de uma matriz pelas barras de segunda geracao dependem
da afinidade desses pelo PDMS, sua capacidade de difusdo e afinidade pelo material adsorvente. Dessa
maneira, com a modificacao dos 7wisters convencionais foi possivel aumentar a capacidade de extracao, ou
seja, a quantidade de analitos extraidos, como também aumentar, dependendo do material utilizado na fase
interior, a extracao de substancias mais polares (BICCHI et a/, 2005b).

Um exemplo dessas variagdes nas extracdes com a modificagdo do material da camada interna foi
observado no estudo dos volateis do café e das folhas de salvia (Sa/via /lavandulifoliaVahl), no qual foram
avaliados tubos de PDMS empacotados com Tenax, bisfenol/copolimero de PDMS (25:75), Carbopack com 5%
de Carbowax e B-ciclodextrina (BICCHI et a/, 2007a). Além disso, neste estudo também foi avaliado a substituicao
dos materiais baseados em carbono (camada interna), pois esses apresentam problemas como a producao de
artefatos, reatividade, adsorcao irreversivel e também pode haver a dessorcdo irregular das substancias, ou
seja, a descriminacdo das substancias durante a liberacao dessas do dispositivo de extracdo (ZABARAS &
WILLIE, 2002).

A SBSE apresenta diversas vantagens como, por exemplo, a auséncia de solventes organicos para a
extracdo, alta sensibilidade e sua maior aplicabilidade em analises quantitativas. Dessa maneira, essa técnica
é amplamente empregada em analises de farmacos em fluidos bioldgicos, principalmente através da extracdo
por imersao direta (CHAVES & QUEIROZ, 2008), como também é utilizada nas andlises dos componentes
volateis do headspace a partir de amostras de espécies vegetais (BICCHI er a/, 2000; KRECK et a/, 2002),
fungos (DEMYTTENAERE et a/, 2003, 2004; WIHLBORG et a/, 2008) e alimentos (CAVALLI et a/, 2003; BICCHI
et al, 2005b; SALVADEO et al, 2007).

Técnicas de extracao em grande drea superficial de fase extratora

A superficie de fase extratora é um dos parametros que influenciam de maneira muito significativa
na extracdo das substancias. Dessa maneira, foram desenvolvidas técnicas com maior drea superficial de fase
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extratora na tentativa de se desenvolver técnicas mais sensiveis e capazes de extrair substancias que estejam
em niveis de tracos nas matrizes.

Neste contexto, Yang e colaboradores (1994) desenvolveram uma técnica denominada de MESI
(Membrane Extraction Sorbent Interface) e que, posteriormente, foi utilizada para a extracdao de substancias
volateis a partir do headspace (SEGALA et al, 2000). Essa técnica é simples, ndo requer a utilizacdo de
solventes, bem como tem sensibilidade destacavel e também é um processo ininterrupto, pois esta diretamente
acopladaao cromatégrafo a gas e evita a perda de analitos.

A MESI é realizada em duas etapas simultdneas que envolvem a extracao e concentragao das
substancias. Inicialmente, a extracao das substancias volateis é realizada em uma membrana de PDMS e logo
em seguida as substancias extraidas sao arrastadas para o outro lado da membrana por um gés e conduzidos
até um trappara serem concentradas (YANG et al, 1994). Geralmente, esses sistemas de trapsdo constituidos
por Tenax, PDMS, Carboxen ou outros (WANG er a/, 2002; LIU & PAWLISZYN, 2005). Apés a extracédo e
concentragao das substancias, elas sdo conduzidas até o cromatégrafo para serem devidamente separadas.

Os analitos na MESI devem ser transportados pela membrana nao porosa de PDMS através do
mecanismo de difusao/solucao. Portanto, os constituintes a serem extraidos devem possuir grandes
coeficientes de particao (membrana de PDMS/amostra) e difusao. Essa membrana de PDMS também evita
que vapores de dgua sejam introduzidos no cromatoégrafo, porém esta membrana atua como umfiltro seletivo
(LUO etal, 1997). Apesar dessa desvantagem, Bruheim e colaboradores (2003) observaram extracdes mais
eficientes e com maiores sensibilidades quando utilizaram membranas de PDMS do que em extracdes realizadas
por SPME. Por essa razdo, alguns pesquisadores utilizaram essa técnica em estudos que visavam monitorar a
emissdo de volateis como a partir das folhas de Eucalyptus dunniiMaiden (WANG et a/, 2002; LIU et al,
2004b), bem como determinar as substancias organicas volateis presentes no ar (LIU & PAWLISZYN, 2005).
Todavia, essa técnica possui diversos parametros que necessitam ser otimizados, como as temperaturas do
trape do moédulo que contém a membrana, fluxo do gas, tempo de extracdo dentre outros (LIU era/, 2004b).

Outra técnica com maior area superficial para a extracdo é a STE (Sorptive Tape Extraction), a qual foi
desenvolvida por Sandra e colaboradores em 2006 e fundamenta-se na extracao de substancias apolares em
uma fita flexivel de PDMS. Inicialmente, a STE foi empregada para a analise da composicao do sebo da pele
humana antes e apds o tratamento com um cosmético. Para tal estudo, foram fixadas fitas de PDMS sobre a
pele e apds a extracado as substancias foram submetidas a dessorcao térmica on-/inecom o cromatdgrafo a gas
e a dessorcdo com solvente.

Em seguida, Bicchi e colaboradores (2007b) utilizaram a STE para a extracao de substancias volateis de
matrizes vegetais como Mentha spicatal., Rosmarinus officinalis L. e maga (Malus Mill.), tanto a partir do
headspace quanto do contato direto com tais matrizes. Além disso, nesse estudo também foram realizadas as
mesmas extragcdes a partir do Aeadspace com HSSE (recobrimento de 20 uL de PDMS) e SPME (fibra com
recobrimento de 100 um de PDMS). Esses dados evidenciam as vantagens da STE como, por exemplo, a
rapida velocidade das extracdes, maior sensibilidade e reprodutibilidade. Convém destacar que essa técnica
também pode ser de grande valia nos estudos da emissao dos volateis para o estabelecimento dos fatores

gue possam alterar o perfil quimico dos volateis das plantas.



Microextragcdo em fase liquida (LPME)

Se uma goticula de solvente extrator fosse (Figura 11) encarregada de extrair, através da afinidade
guimica e do coeficiente de particdo, uma pequena quantidade de analitos presentes em uma amostra,
teriamos um processo dificultado por questées técnicas como, por exemplo, a recuperagao de pequenos
volumes. Entretanto essa abordagem, denominada de LPME (Liquid Phase Micro-extraction), foi inicialmente
empregada por Jeannot e colaboradores (1996). Esses pesquisadores realizaram a extracao da 4-metil-
acetofenona, em amostras de d4gua, através de uma gota de -octano (8 pL) suspensa na ponta de um bastao
de teflon, sendo inicialmente denominada por esses autores de SDME (Single Drop Microextraction). Apos
isso, o volume da gota de solvente organico (fase extratora) foi reduzido para 1 pL e este foi mantido suspenso
na agulha de uma microsseringa (JEANNOT & CANTWELL, 1997).

FIGURA11 | Esquemademonstrando a hipdtese de microextragcdo em fase
liquida.

Outras técnicas de microextragao envolvendo os conceitos da extracao da LPME foram desenvolvidas,
entretanto foram utilizadas membranas porosas para a imobilizacdo da fase organica. Dentre essas técnicas,
pode-se citara SLM (Supported Liquid Membrane), MMLLE (Microporous Membrane Liquid-Liquid Extraction)
(PEDERSEN-BJERGAARD & RASMUSSEN, 1999; SHEN et a/, 1998; SANDAHL et a/, 2000) ou a extracdo em
fibras ocas revestidas com membranas denominadas de HFLPME (Hollow Fiber Liquid-Phase Microextraction)
ou simplesmente LPME (SHEN & LEE, 2002).

A LPME é uma técnica simples, de baixo custo e grande versatilidade, ja que o tipo de solvente
extrator pode ser ajustado de acordo com os analitos que se deseja extrair como, por exemplo, a extracdo de
substancias que possuem maior polaridade (OLIVEIRA et al, 2008). Entretanto, o solvente extrator selecionado
deve possuir pressao de vapor baixa o suficiente para evitar sua evaporacao durante o processo de extracao,
como também ele deve ser compativel para a injecdo no cromatografo a gas (XU et a/, 2007).

Em 2001,a LPME comecou a ser utilizada na extragdo de substancias a partir do Aeadspace, sendo que
nesta primeira abordagem foi realizada a extracdo do benzeno, tolueno, etilbenzeno e o-xileno presentes em
uma matriz aquosa (THEIS et a/, 2001). Além da extragdo das substancias do Aeadspace de modo estatico,
também é possivel a extracdo dindmica das substancias utilizando a LPME podendo, nesse caso, até mesmo
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serem utilizados solventes que possuam pressdes de vapores mais elevadas, ja que este tipo de extragao é
muito rapida, além de haver uma reduzida area dentro da microsseringa (SHEN & LEE, 2003; HE & LEE, 1997).

Assim como nas técnicas anteriores descritas, na LPME também existem diversos parametros que
influenciam, consideravelmente, a eficiéncia da extragao e, portanto, requerem a otimizacao. Dentre esses
parametros, pode-se enumerar a temperatura e tempo de extracao, pH (amostra), quantidade de amostra,
tipo e volume de solvente extrator, agitagao e fluxo da movimentacao (extragdes por modo dinamico) (OLIVEIRA
et al, 2008).

A LPME, assim como as demais técnicas de microextracao abordadas aqui nesse capitulo, também
necessita de uma pequena quantidade de amostra para a extracao e utiliza um pequeno volume de solvente
organico, acarretando menores danos ambientais. Além do mais, a LPME pode ser aplicada em estudos
quantitativos, bem como a realizacdo de derivatizacao das substancias extraidas no préprio solvente extrator
(DENG et al, 2005a; LI et a/, 2005), a possivel combinacdo com outras técnicas (DENG et a/, 2005b; DENG ez
al, 2006) e automatizacao (XU et a/, 2007).

Essa técnica é amplamente utilizada em analises de volateis de plantas (BICCHI et a/, 2008), como
também de alguns alimentos (ZHU ez a/, 2002; KAYKHAIl & RAHMANI, 2007) e bebidas (XIAO et a/, 2006).
Existem diversos exemplos de estudos dos volateis de plantas (hAeadspace) por LPME na literatura, como
aqueles conduzidos com as espécies Pimpinella anisum L. (anis ou erva-doce) (BESHARATI-SEIDANI et a/,
2005), Saposhnikovia divaricata(Turcz.) Schischk. (DENG et a/, 2005b), Curcuma wenyujinY.H.Chen & C. Ling
(CAOQ et al, 2006), Rosmarinus officinalisL. (SALEHI et al, 2007), Lavandula angustifoliaMill. (FAKHARI et al,
2005) e outros.

ANALISES DAS SUBSTANCIAS VOLATEIS

Algumas das técnicas convencionais abordadas aqui neste capitulo continuam sendo empregadas
em escalaindustrial para a extracdo de 6leos essenciais. Apesar de ter ocorrido modificacdes nos procedimentos
extrativos nesse tipo de abordagem, ndo houve o desenvolvimento de novas metodologias. O que torna esse
campo atrativo para as pesquisas, ja que, atualmente, se buscam procedimentos com altos rendimentos, bem
como a geracgao de produtos de alta qualidade para aumentar o valor agregado de tais produtos. Além disso,
também se almejam metodologias com reduzidos gastos energéticos e de solventes organicos.

Entretanto, os avanc¢os nas técnicas de microextracdo sem duvida sao notaveis e representam um
marcante crescimento no estabelecimento dos perfis quimicos das substancias volateis mais préoximos dos
reais emitidos e produzidos pelas espécies vegetais. Em adicdo a isso, também convém destacar aimportancia
dessas técnicas para alguns esclarecimentos proporcionados no campo da ecologia quimica, como também
sdo técnicas que utilizam minimos volumes de solventes organicos ou nem mesmo os utilizam, requerem
pequenas quantidades de amostras vegetais e menores tempos para as extragées. Um exemplo dessas
constatagdes é a possibilidade da analise das substancias volateis emitidas /n vivo das flores de Petunia
hybridaVilm. durante seu ciclo para desabrochar (VERDONK et a/, 2003). Neste trabalho foram utilizadas



extragdes por SPME a partir do headspace para tragar as variacdes na emissao de benzenoides, aldeidos
alifaticos, sesquiterpenos e alguns derivados de acidos graxos (Figura 12).

H
(o]
)\/\/\
(0]
; 2-Hexanal
"

o )\/\/\/\/\

Benzaldeido  Cadina-3,9-dieno Decanal

FIGURA12 | Substancias volateis das flores de Petunia hybrida detectadas in
vivoatravés de SPME.

Os avancos nao foram somente nas técnicas de microextracdo, mas também nas analises por
cromatografia gasosa dos componentes extraidos, sendo que esses Ultimos foram tanto na detec¢do quanto
na separacao das substancias. Entretanto, é importante ressaltar que para uma caracterizagao auténtica das
substancias presentes no Aeadspaceou no 6leo essencial, tais substancias devem ser termicamente estaveis
nas condicdes de aquecimento estabelecidas no método cromatografico selecionado, caso contrario serdo
detectados e identificados artefatos.

O acoplamento do espectrémetro de massas ao cromatégrafo a gas ocorreu nos anos 50 e foi sem
duvida fundamental para a caracterizacdo das substancias presentes nas misturas complexas dos dleos
essenciais, pois a partir disso podem ser obtidas informagdes sobre as estruturas quimicas podendo ser
empregado em estudos quantitativos e qualitativos de substancias volateis e semivolateis (SNEDDON et a/,
2007). Os espectrémetros de massas com fonte de ionizacdo por elétrons (El, £/ectron lonization) foram os
primeiros a serem acoplados ao cromatégrafo a gas e continuam sendo um dos mais utilizados na caracterizagao
de componentes volateis, porém ja existem outros tipos de fontes de ionizacdo passiveis de acoplamento
com o GC (HIRAOKA, 2005).

Uma das principais vantagens da utilizacdo desses aparelhos de GC-MS com fonte de ionizacdo do tipo
El é a disponibilidade comercial de bibliotecas com um grande niimero de espectros de massas de substancias,
o que facilita na identificacdo das substancias por meio da comparacao entre os perfis de fragmentacdo
(RAGUNATHAN et al, 1999). Além disso, também podem ser realizados os calculos dos indices de retencédo
relativos a cada substancia do cromatograma e acomparacao com os indices descritos na literatura (ADAMS,
1995). Assim, com os dados de espectrometria de massas aliados aos indices de retencao pode-se propora
caracterizacao das substancias de maneira mais segura.

O indice de retencao é calculado a partir de dados dos tempos de retencdao de um determinado
composto e dos observados para os n-alcanos de uma série homoéloga. O indice de retencao é o mais
difundido e utilizado, porém existem muitas outras séries alternativas para a realizacdo da identificacdo de
substancias (CASTELLO, 1999), sendo que estas sao menos utilizadas e cada uma delas recebe uma
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denominacdo particular como, por exemplo, nimero de carbono que é calculado a partir de ésteres metilicos
de 4cidos graxos saturados (WOODFORD & VAN GENT, 1960).

O acoplamento do GC com a técnica de Espectroscopia de Infravermelho (IR, /nfrared Spectroscopy)
surgiu nos anos 60 e proximo a esse desenvolvimento também houve a combinacao desse com a MS (LOW &
FREEMAN, 1967, 1968). O IR é uma técnica analitica universal, versatil e que pode ser utilizada tanto em
estudos qualitativos quanto quantitativos, sendo que com o desenvolvimento da técnica com a transformada
de Fourier essa se tornou mais sensivel, reprodutivel e rapida. A grande relevancia da utilizacdo do GC-IRé na
diferenciacdo de isbmeros, os quais ndo podem ser diferenciados por GC-MS (SASAKI & WILKINS, 1999). A
técnica IR baseia-se nas vibragdes moleculares, logo essa dependera dos comprimentos das ligacdes das
substancias analisadas, massas atdmicas dos &tomos presentes e das interacdes inter e intramoleculares.

Uma das desvantagens da IR é a sensibilidade, pois apresentam limites de deteccao altos quando
comparados aos observados com a MS. Porém, também houve certa evolugao nos tipos de interface parao IR,
no qual foi possivel, em alguns casos, obter detec¢es mais rapidas e com alta sensibilidade (GALLIGNANI &
BRUNETTO, 2004). Atualmente, ha disponiveis trés tipos de interface que sao: light pipe (LP), matrix isolation
(MI) e direct deposition(DD) (SASAKI & WILKINS, 1999).

ALP, primeiro tipo de interface utilizada, € a mais simples das interfaces e apresenta baixa sensibilidade,
0 que acarreta problemas com relacdo aos limites de deteccao (aproximadamente de 10 ng). Na LP os
espectros de IR sdo obtidos em fase gasosa em um capilar de vidro de borossilicato com revestimento de ouro
nas paredes (AZARRAGA, 1980), sendo que esta cela de deteccao tem volume de 100-150 pL, o que limita a
resolucdo cromatografica (GISS & WILKINS, 1984).

Na tentativa de sanar o problema da sensibilidade da LP foram desenvolvidos outros dois tipos de
interface; a Ml e DD (NORTON & GRIFFITHS, 1995). Nessas duas interfaces a obtencao do espectro de IR das
substancias é realizada em fase so6lida, sendo que a diferenca entre elas é a forma final obtida do sélido. Na M,
a substancia em fase gasosa (efluente da coluna cromatografica) é congelada em uma matriz gasosa,
geralmente contendo 2-5% de argdnio, com isso hd uma reducao das interagdes intermoleculares, o que
reflete na obtencdo de espectros com bandas mais finas. Ja na DD, as substancias em fase gasosa sdo
congeladas em uma janela transparente de seleneto de zinco (ZnSe) (SASAKI & WILKINS, 1999), a qual foi,
posteriormente, recoberta por ouro ou prata para reduzir ainda mais o limite de deteccdo da DD, sendo que
esta recebeu a denominacao de DD-SEIRA (Direct Deposition- Surface Enhanced Infrared Absorption) (Heaps
& Griffiths, 2005). Nas interfaces do tipo Ml e DD, os limites de detec¢do sao menores do que na LP, mas a
utilizacdo da DD é sem duvida mais vantajosa, pois os espectros obtidos nessa interface sdo muito similares
com os espectros obtidos em KBr e dessa maneira ha grandes bibliotecas de espectros de substancias paraa
busca de similaridade e auxilio na identificacdo dos isdmeros (NORTON et a/, 1996).

Portanto, em alguns casos para a identificacdo inequivoca das substancias é necessaria a utilizacao de
mais de uma técnica de detecg¢do, bem como a comparagao dos indices de retencdo. Um exemplo disso pode
ser observado na analise dos constituintes do 6leo essencial de Sa/via sclareal. por GC-MS e GC-IR. Em um dos
picos o MS identificou a substancia como sendo o monoterpeno nerol (96% de similaridade) ou o acetato de
geranila (91% de similaridade) em segunda op¢ao, porém o espectro de IR confirmou que este pico é acetato
de geranila (98% de similaridade) (Figura 13). Nesse mesmo estudo, também foi possivel verificar que com
atécnicade subtracdo de espectros de IR é possivel a identificacdo inequivoca das substancias sem a completa
separacao das substancias, no qual o MSidentificou o pico apenas como o-terpineol, mas com o IR foi possivel



confirmar que os picos, os quais ndo estavam totalmente separados, correspondiam as substancias a-terpineol
e formiato de geranila (CAl et a/, 2006).

! ) |

Nerol o-Terpineol Acetato de geranila | Formiato de geranila

FIGURA 13 | Algunsdos constituintes do 6leo essencial de Sa/via sclarea
identificados por GC-MS e GC-IR.

Além dos detectores para GC ja citados também existem os seguintes: ionizacdo em chama (FID,
Flame lonization Detecton), captura de electron (ECD, Electron Capture Detector), ionizacao termionico (TID,
Thermionic lonization Detector), fotoionizacdo (PID, Photoionization Detector), olfatométrico (O, Offatometry)
e outros. Esse ultimo é de grande importancia na industria de aromas para utilizacdo em diversos campos
como alimentos, cosmética e farmacéutica, pois através desse pode-se avaliar a contribuicao individual de
cada substancia no aroma final do 6leo essencial e assim desenvolver novas substancias odoriferas. Em geral,
essa técnica é utilizada em paralelo com outra para a identificacdo e quantificacdo das substancias como, por
exemplo, 0 GC-MS (PLUTOWSKA & WARDENCKI, 2008; CURIONIA & BOSSET, 2002).

Além dos avancos na area da deteccao, os melhoramentos na area da separacao das substancias
volateis por GC também foram de grande relevancia nas caracterizacdes quimicas dos 6leos essenciais, pois
refletiram, consideravelmente, nos tempos necessarios para as analises e nas resolu¢des das separagoes
cromatogréficas. Inicialmente, as colunas utilizadas na GC eram colunas do tipo empacotadas, porém em
1957, com o desenvolvimento de colunas do tipo capilares, houve um aumento significativo na eficiéncia das
separacdes cromatogrdéficas e reducdes nos tempos das analises. Essas colunas capilares possuem um diametro
interno de 250 a 320 um (convencional) e revestindo a parede interna do capilar estd a fase estacionaria que
pode ou nao estar quimicamente ligada (PEREIRA & NETO, 2000; SEQUINEL et a/, 2010).

A partir disso, foram desenvolvidas colunas com fases estacionarias mais seletivas e resistentes
termicamente, o que permitiu o desenvolvimento de colunas com diametro interno e comprimentos cada
vez menores, como as colunas narrow bore para cromatografia gasosa ultrarrapida (Uftra Fast-GC). Dessa
maneira, foi possivel aumentar, consideravelmente, as velocidades das analises podendo ser realizadas
separa¢Oes de misturas complexas em menos de 1 minuto (PEREIRA & NETO, 2000; SEQUINEL et a/, 2010).

Ha diversas defini¢cdes para classificar os tipos de GC (convencional até ultrarrapida), porém sera
abordada apenas a classificacdo elaborada por Magni e colaboradores (2002), pois € uma das que consideram
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um maior numero de parametros para a classificacdo. Nessa classificacdo a Uftra Fast-GC é definida segundo
os parametros sumariados na Tabela 2, no qual as velocidades de aquecimento sao superiores que 1°C/s e as
colunas possuem apenas de 2 a 10 m de comprimento com diametro interno de 0,05 a 0,1 mm.Com isso é
possivel realizar a separagao dos constituintes de uma mistura complexa em menos de 1 min, podendo ser
reduzido o tempo de andlise cromatografica em até 40 vezes quando comparado com a cromatografia
gasosa convencional (GC) que utiliza colunas de até 30 m de comprimento.

A utilizacdo da Ultra Fast-GC como técnica de rotina acarreta em um significativo aumento da
produtividade, sendo que essa pode ser empregada tanto em estudos qualitativos quanto quantitativos.
Convém destacar que os fornos convencionais de GC ndo podem ser utilizados na Ultra Fast-GC, pois a taxa de
aquecimento excessiva dessa modalidade é incompativel com tais fornos e por isso essas colunas sdo aquecidas
por resisténcia diretamente conectadas as colunas.

Apesar do significativo aumento da produtividade com a Ultra Fast-GC, ha algumas perdas em
termos de resolucdo cromatografica nessa modalidade, devido a drastica reducao do comprimento e diametro
interno das colunas, aumento excessivo da taxa de aquecimento e das pressdes, logo misturas com alto grau
de complexidade podem nao ser totalmente resolvidas com a Ultra Fast-GC. Entretanto, ha diversos exemplos
na literatura da utilizacao da U/tra Fast-GC na analise de 6leos essenciais obtidos a partir da camomila, hortelg,
alecrim e sélvia (BICCHI et a/, 2004a).

Tabela 2. Alguns parametros que sdo utilizados para classificar a modalidade de CG segundo Magni e
colaboradores (2002)

cley 25-30 0,25-0,32 10-60 1-10 1-10
Fast-GC 5-15 0,10-0,25 <10 15-60 0,5-2,0
Ultra Fast-GC 2-10 0,05-0,10 > 1 > 60 0,05-0,2

': Convencional; comp.: comprimento; d.i.: didmetro interno; TA: tempo de analise; TxA: taxa de
aquecimento; LP: largura do pico.
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PROCESSOS DE OBTENCAO DE EXTRATOS

Camila Gambini Pereira

1INTRODUCAO

Ointeresse dos consumidores por uma vida
saudavel por meio do uso de alimentos enriquecidos
e produtos naturais tem crescido mundialmente.
Muito tem se falado a respeito dos alimentos
funcionais e nutracéuticos. Seja para reduzir o risco
adoencas, seja para prevenir aideia em se consumir
esses produtos que esta vinculada ao consumo de
substancias benéficas a saude. Hoje ja se sabe que
uma alimentacao saudavel, rica em alimentos
funcionais e nutracéuticos, possui um papel
fundamental no fortalecimento do sistema
imunoldgico, na promocao da salide e na prevencéo
de doencas. De fato, existe uma série de termos
utilizados para alimentos e produtos naturais com
acdo benéfica sobre o organismo. Kwak & Jukes

£ SUBSTANCIAS BIOATIVAS
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(2001) fazem uma extensa discussao sobre os diversos termos hoje utilizados e como eles se relacionam. A
Figura 1 apresenta a interseccao entre alguns desses termos. Embora ndo tenham incluido nessa representacao,
os autores explicam que os nutracéuticos englobariam alimentos ou partes de alimentos que sdo consumidos
para fins especificos e atuam na prevencao do tratamento de doengas. Independente da terminologia utilizada,
no que diz respeito a atividade, a acdo que um alimento funcional ou nutracéutico exerce sobre o organismo
éresultado da existéncia de uma determinada substancia ou grupo de substancias bioativas presentes nesses
produtos. O consumo de frutas/verduras e peixes, aconselhado por muitos nutricionistas, é baseado no fato
desses alimentos serem ricos em substancias funcionais, como vitaminas e acidos graxos, respectivamente.

Suplementos

Dietéticos \

Alimentos

/ Funcionais

Alimentos
Meédicos

Alimentos

para Uso em Dietas Especiais : . : .
Alimento Fortificado ou Enriquecido

FIGURA1 | Classificagdo de alimentos ou suplementos com fungéo bioativa
(adaptado de KWAK & JUKES, 2001, com permissao).

Substancias bioativas sdo encontradas em diversas matrizes vegetais como raizes, sementes, folhas,
caule, flores, frutos. A importancia desses produtos esta ndo somente no uso /n natura, mas também na sua
aplicagdo como base para a formulacao de novos produtos alimenticios, cosméticos ou medicinais. O gengibre,
por exemplo, pode ser consumido /n natura, utilizado como cha, ou ainda, devido a sua acdo bactericida, atuar
como insumo para fabricacao de produtos farmacéuticos ou cosméticos. A industria vem investindo muito
nesse setor. Diferentes produtos tém sido criados e apoiados pelo aumento da procura por alimentos saudaveis
por parte da populacédo. Suplementos alimentares, alimentos fortificados ou enriquecidos sdo utilizados para
complementar a dieta com a finalidade de se ampliar o consumo de uma determinada substancia ativa no
organismo.

O que se sabe é que as atividades funcionais encontradas nos produtos naturais advém das diversas
classes de substancias como dleos essenciais, flavonoides, carotenoides, alcaloides, dentre outros. Em se
tratando de alimentos funcionais, especial atencao tem sido dada aqueles constituidos por componentes



antioxidantes, pois atuam na manutencao e prevenc¢ao de um organismo saudavel. Estudos tém demonstrado
que essa acao é decorrente a presenca de substancias fendlicas, consideradas um dos principais grupos
antioxidantes naturais. Por outro lado, das diversas classes de substancias, os alcaloides e os terpenos se
destacam por serem as classes quimicas com maiores potencialidades de fornecer substancias com atividade
farmacoldgica. Depois desses, seguem as lignanas, flavonoides, cumarinas, esteroides, dentre outros (DI
STASI, 1996).

Devido ao elevado valor que essas substancias possuem, ndo somente pela agao, mas por serem pivo
de muitas industrias do setor, investimentos tém sido feito para se adquirir essas substancias de forma mais
criteriosa e produtiva possivel. A extracao dessas substancias pode ser realizada por diversos processos de
separacao. A escolha correta é o ponto de partida para o sucesso na obtencdo do produto desejado. Dependendo
da substancia ou classe de substancias, matéria-prima utilizada e aplicacdo final, a escolha do processo pode
nao ser uma tarefa facil. Quando se trata de extracdo, a etapa de fracionamento ou purificacdo deve ser
considerada. Essas etapas adicionais muitas vezes sdo demoradas e dispendiosas, no entanto tudo vai depender
do extrato original obtido e do extrato final ou substancia a ser almejada. O Capitulo 17 deste livro, por
exemplo, tratara somente sobre os procedimentos de obtencao, andlise e aplicacdao de substancias volateis,
ja o Capitulo 19 versara sobre o emprego de ESI (£letron Spray lonisation-lonizagao por Eletrospray) na analise
de alcaloides. No entanto, embora haja uma especificidade no que diz respeito ao objeto a ser obtido,
detalhes entre os diferentes processos de extracdo de substancias a partir de matrizes vegetais podem ser
definidos.

O intuito desse capitulo é abordar as diferentes técnicas para a obtencdo de extratos e substancias
bioativas em termos de aspectos fundamentais, metodologia operacional, especificidades e principais
aplicagbes. Neste capitulo, focaremos nos processos de extracdo solido-liquido, como destilacdo por arraste
avapor, extracdo com solvente a baixa pressao, extracao com fluidos supercriticos, extracdo por micro-ondas
e extragao por ultrassom.

CONSIDERACOES GERAIS DE PROCESSO

O principio base do processo de extracdo solido-liquido é a dissolucao preferencial de uma ou mais
substancias de uma matriz sélida (produto natural) em um solvente liquido. A escolha do solvente é baseada
nos fatores inerentes ao processo como solubilidade do constituinte no solvente, estabilidade, toxicidade,
disponibilidade, viscosidade, reatividade, tensao superficial e custo do solvente. Muitas substancias bioativas
extraidas de produtos naturais sdo utilizadas como insumo para producao de alimentos. Nesse sentido, cuidados
maiores devem ser tomados na escolha do solvente. Para obtencao de substancias bioativas a FDA (Food and
Drug Administration’) faz recomendag¢des com relacdo aos diversos solventes aplicados na industria de
alimentos. Para tal, a fundacao classifica os diversos solventes em 3 classes: Classe 1:solventes extremamente
toxicos, ndo aceito no processo; como benzeno, tetracloreto de carbono, 1,2-dicloroetano, 1,1-dicloroetano,
1,1,1-tricloroetano; Classe 2: solventes de consideravel toxicidade, seu uso é permitido em casos e condicdes
especificas (limite de concentracdo variando de 50 a 3880 ppm, dependendo do solvente utilizado), como
acetonitrila, cloroférmio, hexano, metanol, tolueno, etilmetilcetona, diclorometano; Classe 3: solventes aceitos,
permitindo-se uma pequena porcentagem residual do solvente no produto final, como acetona, etanol,
acetato de etila, 1-propanol, 2-propanol, acetato propilico.
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Além da escolha do solvente, outros fatores devem ser considerados, como tamanho da particula,
teor de umidade, temperatura empregada no processo, natureza da matéria-prima (localizacdo da coleta,
idade e parte da planta utilizada), porosidade do leito e localizacdo do constituinte bioativo na matriz
(intracelular, extracelular, compartimentos celulares especificos, entre outros). Esses fatores interferem
diretamente no perfil do extrato obtido e rendimento do processo.

PROCESSOS DE EXTRACAO

DESTILACAO POR ARRASTE AVAPOR

Destilacdao é uma operagao unitdria utilizada para separar os componentes de uma mistura de liquidos,
ou ainda, separar liquidos de sélidos. O processo pode se apresentar em diversas conformacgdes e tipos, sendo
os mais comuns: destilacdo simples, destilacdo fracionada, destilagcao extrativa, destilacao a vacuo e destilacdo
por arraste a vapor, sendo esse Ultimo o mais empregado para obter 6leos volateis.

Destilacao por arraste a vapor e hidrodestilacdo sdo métodos de extracdao baseados no poder de
volatilizacdo dos constituintes, por esse motivo sdo aplicados para extracao de substancias volateis. A diferenca
basica entre esses dois processos é que na destilagdo por arraste a vapor, o vapor passa através da matrize as
substancias volateis se difundem através da corrente de vapor. Ja na hidrodestilacdo a matéria-prima é imersa
na adgua que evapora juntamente com as substancias volateis. No entanto, o contato direto da 4gua quente
com a planta porlongo periodo de tempo pode degradar substancias termossensiveis e ainda promover a
hidrélise parcial de algumas substancias (MATEUS et a/, 2006; CERPA et al, 2010).

A destilacdo por arraste a vapor permite destilar substancias termicamente sensiveis, imisciveis com
adagua, a temperaturas reduzidas. Misturas imisciveis nao se comportam como solucdes, e a destilacao dessas
misturas é feita de forma diferenciada. O principio da destilacdo por arraste a vapor baseia-se no fato de que
a pressao total de vapor de uma mistura de liquidos imisciveis é igual a soma da pressao de vapor dos
componentes puros individuais (Lei de Dalton). Para dois liquidos imisciveis A e B:

P=P" 4+ P

va va, - ~ .
onde PA P e ])B P saoas pressdes de vapor dos componentes A e B puros, respectivamente.
Vale ressaltar que, para mistura de substancias misciveis, esse comportamento é diferente, pois a

pressao total de vapor é a soma das pressdes parciais dos componentes, ou seja, para uma mistura ideal, que
segue a Lei de Raoult:

_ vap vap
P=x,P™ +x,P;



va, va . . .. .
onde xAPA P e xBPB P sao as pressoes parciais dos componentes A e B, respectivamente
na mistura.

Na destilacdo por arraste a vapor, se a dgua e a fase organica sdo consideradas imisciveis, pela Lei de
Dalton, tem-se que, a constituicdo de uma fase contendo agua liquida, separada da fase organica, reduz o
ponto de ebulicdo da mistura, isto é, a mistura apresentard um ponto de bolha em uma temperatura menor
do que os pontos de ebulicdo dos componentes puros individuais. Normalmente, na destilacdo por arraste
avapor, 0 processo ocorre a pressao atmosférica. Assim, a separacdo do componente de ponto de ebulicdo
mais alto ocorrera a uma temperatura inferior a temperatura de bolha da agua (100 °C).

Industrialmente, a destilacdo por arraste a vapor é mais empregada devido a maior economia e
simplicidade, pois é possivel trabalhar com grande quantidade de material de uma tnica batelada. O vapor,
gerado por uma caldeira, permeia a matriz vegetal presente no extrator e o material obtido (vapor + substancias
volateis) se condensa no condensador e, por fim, ocorre a separacdo em um decantador. O vapor pode ainda
ser superaquecido a pressdes moderadas. Quando se trata de 6leos volateis, em especial, o vaso decantador
é denominado Florentino, a representacao do processo é dada pela Figura 2. Em escala laboratorial, a
hidrodestilacdao é o método mais empregado para obtencao de 6leos volateis, apresentando um papel
importante como pré-avaliacao do processo industrial (GUENTER, 1948, STEFFENS, 2010).

Devido a simplicidade de operacao e baixo custo, essas técnicas sao muito utilizadas para obtencao
de substancias bioativas volateis.
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FIGURA 2 | Representacdo de um destilador por arraste a vapor aplicado a
destilacao de 6leos volateis (STEFFENS, 2010).
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EXTRACAO COM SOLVENTE A BAIXA PRESSAO

A extracdo com solvente a baixa pressao é a técnica mais empregada para obtencao de substancias
bioativas de baixa volatilidade de matrizes naturais. Ela se baseia no principio de solubiliza¢cdo de substancias
pela passagem do solvente liquido pela matriz. Esse processo pode ser realizado a baixas ou elevadas
temperaturas.

Normalmente, solventes organicos como hexano e etanol sdo mais utilizados. A 4gua também é
empregada em alguns casos, como na extracdo da cafeina de café e chas. No entanto, a dgua possui baixa
seletividade, ou seja, dissolve muitas outras substancias além do soluto desejado, tornando muitas vezes
necessario realizar etapas posteriores para separagao dessas substancias indesejaveis.

Na industria, diversos equipamentos com conformacdes diferentes (horizontais e verticais) sdo
encontrados para a extragao com solventes a baixa pressao. O principio da extracdo é o mesmo. O solvente
flui através da matriz (co-corrente, contracorrente ou corrente-cruzada, conforme Figura 3), solubiliza as
substancias extraiveis, obtendo-se entdo um extrato rico em substancias soltveis. O processo pode ser realizado
ainda em batelada, ou seja, mantido em contado com o solvente ao longo de certo tempo pré-determinado.
Nesse formato, o tempo de extragao € um fator decisivo quando para a escolha do processo a ser empregado
em uma escala industrial. Em alguns casos, o equipamento comporta agitadores, que promovem a
movimentacao do fluido e da matriz, permitindo maior contato e maior taxa de transferéncia de constituintes
da matriz vegetal para o solvente.

Solvente Solvente
S il | R >
L——D Solugdo Solu<;50+
Solucdo Extrato Extrato >
Extrato
--- MatrizVegetal
(a) Estagio Unico (b) Mdiltiplos estdgios em Co-corrente
Solvente Solvente
- - Sk
Somcéo+ Solucéo+ 4 ¥
Extrato Extrato > >
Solucao

Mati i Extrato
- -- Matrizvegetal --- Matrizvegetal

(c) Multiplos estagios em contra-corrente  (c) Mdltiplos estagios em corrente- cruzada

FIGURA3 | Desenho esquemadtico dos tipos de passagem de solvente em
um processo de extracao a baixas pressoes.



A aplicacdo de temperaturas mais elevadas nos processos de extracdo com solvente organico é
comum, uma vez que, geralmente, 0o aumento da temperatura proporciona uma elevacdo na taxa de extracao
devido ao aumento da solubilidade do soluto no solvente. No entanto, o uso de temperatura elevada nédo é
recomendavel para extrair substancias termossensiveis, como é o caso dos carotenoides.

Nos processos de extracdo com solvente a baixa presséo, a escolha do solvente é o ponto principal
que define a eficiéncia do processo. Como citado anteriormente, a selecdo deve levar em conta a sua
estabilidade, toxicidade, disponibilidade, viscosidade, dentre outros pontos. Assim, a escolha certa do solvente
ird determinar a qualidade do extrato obtido. Dependendo da substancia desejavel, muitas vezes se faz
necessario o uso de uma bateria de solventes. Na extracdo de flavonoides, por exemplo, geralmente utilizam-
se solventes com polaridade crescente, partindo do solvente menos polar para o de maior polaridade. Solventes
apolares sao utilizados, inicialmente, por removerem os dleos, gorduras, esterdis e pigmentos, facilitando a
extracdo dos flavonoides. Em seguida, empregam-se solventes de polaridade intermediaria (cloroférmio,
diclorometano, acetato de etila ou éter etilico) para extrair agliconas livres pouco polares, como flavonas,
flavondis flavononas, isoflavonas e outras agliconas com alto grau de metilacdo. Aumentando-se ainda mais
apolaridade (metanol, acetona e agua) é possivel obter as agliconas poli-hidroxiladas, auronas e chalconas.
Por ultimo, utiliza-se agua quente para retirar os heterosideos mais polares, tais como flavonodiéis, catequinas,
poliglicosideos e os acucares (SIMOES et al, 2006). Assim, dependendo da substancia, a escolha do ou dos
solventes vairequerer maior atencao. A Tabela 1 apresenta as propriedades fisicas dos solventes organicos
mais utilizados na extracao de substancias bioativas, com exemplos de aplicacao.

EXTRACAO COM FLUIDOS SUPERCRITICOS

O principio de extracao com fluido supercritico (SFE- Supercritical Fluid Extraction) é similar ao da
extracdo com solvente a baixa pressao. A diferenca esta no uso de um solvente que se encontra no seu estado
supercritico. O ponto critico, representado na Figura 4 pelas condigées criticas P, T, € a condicao maxima na
qual se consegue realizar amudanca de fase liquido-vapor de um determinado componente. Acima desse
ponto, ou seja, em condicdes de temperatura e pressdo acima do ponto critico, o fluido encontra-se no estado
supercritico. A passagem para o estado supercritico pode ser visualizada quando, ao se aumentar a pressao e
temperatura do sistema, a interface que separa as fases desaparece (Figura 5).

Ofluido nessas condi¢bes apresenta propriedades que sao similares a de gases (como difusividade) e
similares a de liquidos (como densidade), veja Tabela 2. Essa caracteristica faz com que o fluido tenha um
comportamento desejavel para extracao, isto é, altos valores de densidade do fluido supercritico atribuem ao
solvente um elevado poder de solubilizagdo, enquanto baixos valores de viscosidade combinados com altos
valores de difusividade promovem um elevado poder de penetracao, o que gera altas taxas de transferéncia
de massa.

O uso da tecnologia em processos de extracdo teve grande repercussao nos anos 80. Desde
entdo, muitos estudos tem sido realizados a fim de mostrar a aplicabilidade dessa tecnologia para obtencao
de substancias bioativas. A industria tem utilizado essa tecnologia para obter substancias com alto valor
agregado como cafeina, lUpulo, aromas e corantes, acidos graxos, dentre outras substancias bioativas
(TAYLOR, 1996).
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TABELA 1 - Principais caracteristicas de solventes organicos e aquosos utilizados na extracao de substancias
bioativas (adaptado de SIMOES et a/, 2003).

Lipidios, ceras, pigmentos

n-Hexano 86,17 68,7 :
furanocumarinas

Tolueno 92,14 110,6

Bases livres de alcaloides, antraquinonas
Diclorometano 84,94 39,9 livres, 6leos volateis, glicosideos
cardiotonicos

Cloroférmio 119,38 61,2
Acetato de etila 88,11 77,1
Flavonoides, cumarinas
n-Butanol 74,12 17,7
Etanol 46,09 78,3
Heterosideos em geral
Metanol 32,04 64,5
Acetato de etila 7212 345 Agliconas, ceras, sa.pogenmas, iridoides e
sesquiterpenos
Misturas ) )
hidroalcodlicas Saponinas
] Taninos
Agua 18,01 100
Agua acidificada - - Alcaloides
Agua alcalinizada - - Saponinas

TABELA 2 - Propriedades fisicas associadas a diferentes estados fisicos (RIZVI et a/, 1986).

Gas
P= 1 bar, T= 15-30 °C (0,6-0,2) 103 0,1-0,4 (1-3) 10°

Supercritico

Pc, Tc 0,2-0,5 0,7 10?3 (1-3) 10°
4Pc, Tc 0,4-0,9 02 103 (3-9) 10°
Liquido

P=1 bar, T= 15-30 °C 0,6-1,6 (0,2-2) 10° (0,2-3) 10°
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FIGURA4 | Diagrama de fases pressdo versustemperatura de uma
substancia pura.

a) T=40°C, P= 80 bar b) T=40°C, P=126 bar c) T=40°C, P=137 bar d) T=40°C, P=139 bar

FIGURA5 | Desaparecimento da Interface das fases gas-liquido para o
sistema oleato de metila- CO, (FANG et al, 2004, com permissao).
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A grande vantagem dessa tecnologia advém da facilidade em se alterar o poder de solvatacdo do
solvente por mudancas nas condi¢cdes operacionais, como temperatura e pressao. Assim, a solubilidade de
um componente pode ser melhorada por meio do ajuste das condi¢des operacionais. A Figura 6 apresenta
uma representacao da solubilidade de um soluto em solvente supercritico em funcdo da variacdo da
temperatura e pressdo. Essa particularidade do solvente no estado supercritico propicia uma maior seletividade
do solvente, além de facilitar a sua retirada do produto ao final do processo.

o F X 2
Altas Pressdes - L g
A
ST

Solubilidade do Soluto

Gas+liquido [ .t .

Temperatura ——

FIGURA6 | Comportamento da solubilidade de um soluto em funcdo da
temperatura e pressao (adaptado de BRUNNER, 2005, com
permissao).

O processo consiste na passagem do solvente supercritico por uma coluna contendo o material
vegetal nas condi¢des de temperatura e pressao pré-estabelecidas. O extrato ao sair da coluna de extracao
passa por um processo de expansao que pode ser realizado em um ou mais separadores (para processos de
fracionamento) ou diretamente em condi¢des ambientes. Ao final do processo, o extrato é recuperado a
baixas pressoes e, nestas condicdes, o solvente se separa facilmente do extrato, podendo ainda ser reutilizado
no processo. Esse procedimento de extracao é apresentado na Figura 7.



L 3&} 1

Pré expansor 65

Resfriador

Compressor

L

Separador1l Separador2

- 4@ Extrator1 Extrator 2
Pt

Bomba de Trocadorde
Solvente Calor

Tangue de
estocagem de CO,

FIGURA7 | Fluxograma do processo de extracdo com Fluido Supercritico
(adaptado de PEREIRA & MEIRELES, 2009, com permissdo).

Diversos solventes podem ser utilizados como fluido supercritico. A Tabela 3 apresenta as propriedades
criticas de alguns solventes. Dentre esses diversos solventes, o mais empregado €é o diéxido de carbono (CO,)
devido a sua atoxicidade, inodoro, nao inflamavel, alta volatilidade, alta difusividade, baixa viscosidade,
apolaridade e custo relativamente baixo.

TABELA 3 - Propriedades criticas de substancias puras.

Solvente Temperatura Pressao critica Volume critico
critica (K) (bar) (cm3/mol)

CcO2 304,1 73,7 94,1
Etileno 282,3 504 131,0
Xenon 290,1 58,0 118,0
Eter Dimetilico 400,1 52,7 171,0
Etano 305,3 48,7 145,5
Propano 369,8 42,5 200,0
Amonia 405,4 113,5 72,5
n-Hexano 507,5 30,2 368,0
Metanol 512,6 80,9 118,0

Agua 647,1 220,6 559




66

0 CO, supercritico € um 6timo solvente para extrair substancias apolares e de baixa polaridade, no
entanto, quando se trata de extrair substancias mais polares, como flavonoides, seu poder de extracdo é
reduzido. Para contornar esse fato, normalmente faz-se o uso de um cossolvente, ou modificador, que altera
a polaridade do solvente supercritico. Dessa forma, o uso de cossolvente amplia a faixa de aplicacdo de fluidos
supercriticos por permitir o aumento no espectro de substancias extraidas. Pelo menos 17 cossolventes tém
sido utilizados em estudos com fluido supercritico para obtencédo de substancias a partir de produtos naturais.
De todos esses modificadores, o metanol é o solvente polar mais utilizado. Acredita-se que elevada
porcentagem de metanol (MeOH) pode romper o vinculo soluto-matriz sélida obtencao de substancias
bioativas. No entanto, quando se trata de obtencdo de produtos para fins alimenticios, devido a sua elevada
toxicidade, o metanol tem sido descartado. Etanol (EtOH) é outra boa escolha por possuir baixa toxicidade. De
um modo geral, em produtos naturais, os solventes mais utilizados como modificadores sao: etanol, isopropanol,
metanol, agua e mistura dessas substancias (LANG &WAI, 2001).

Sabemos que os produtos naturais sao fonte de substancias bioativas das mais diferentes classes:
substancias volateis, carotenoides, flavonoides, alcaloides, esteroides, entre outros. A extracdo das diferentes
classes por SFE é possivel gracas a flexibilidade operacional desse processo. Isso porque mudancas na
temperatura e pressao provocam mudancas na densidade do solvente supercritico, e essa mudanca altera
seu poder de solvatacao, ou seja, é possivel extrair substancias mais leves ou mais pesadas, dependendo da
densidade do solvente supercritico conseguida naquela dada temperatura e pressao. Nesse sentido, é possivel
extrair substancias de interesse de diferentes classes, desde substancias volateis até lipofilicas, desde que se
ajustem as condicdes ideais de temperatura e pressao no processo de SFE. Substancias mais volateis, por
exemplo, sdo extraidas em condigées mais amenas, com temperatura variando entre 30 e 50 °C e pressoes
que variam de 80 a 250 bar (SIMANDI et a/, 1998; FRANCISCO et a/, 2001; RODRIGUES et a/, 2003; BRAGA et
al, 2005; KOTNIK et a/, 2007).

Os carotenoides sdo outra classe de substancias de grande importancia por sua aplicacdo em termos
de pigmentacao (amarelo a vermelho purpura) e bioatividade (precursor da vitamina A, acao antioxidante,
acdo sobre o sistema cardiovascular). Normalmente, essas substancias sao extraidas com solvente organico.
No entanto, devido a sensibilidade a luz e calor e instabilidade, podem facilmente sofrer oxidacdo ou
isomerizacdo. A extracdo com fluidos supercriticos é normalmente realizada em condi¢des intermedidrias,
com temperaturas até 40 °C — 50 °C, e pressdo até 500 bar.

Substancias fendlicas, por sua vez, possuem estruturas que podem ser simples ou bem complexas, o
que pode facilitar ou ndo a sua solubilidade no solvente empregado. Nesses casos, € comum o emprego de
cossolvente. Substancias fendlicas tém sido extraidas em condi¢des intermediarias, com pressdo entre 200 e
400 bar, e temperaturas que variam de 35 a 60 °C, com uso de etanol como cossolvente (0-25%) (CHIU et al,
2002; GOLI et al, 2005; PEREIRA et al, 2008a; PIANTINO et a/, 2008).

Substancias mais lipofilicas também podem ser extraidas com CO, supercritico, como vitaminas,
tocoferdis e tocotriendis (DE LUCAS et a/, 2002; MENDES et a/, 2002; GUCLU-USTUNDAG & TEMELLI, 2004).
De um modo geral, observa-se que a solubilidade de uma determinada substancia em um fluido supercritico
diminui com o aumento da massa molecular do soluto. Por exemplo, a solubilidade do acido miristico



(MM=228,38 g/gmol) em CO, supercritico € maior que as solubilidades dos acidos palmitico (MM=256,43 g/
gmol) e oleico (MM=282,47g/gmol) (GUCLU-USTUNDAG & TEMELLI, 2000).

Muitas vezes em uma mesma matriz vegetal existe mais de uma substancia/classe de substancias de
interesse. Devido a facilidade em se alterar as condi¢cbes operacionais, € possivel ainda obter separadamente
as diversas classes de substancias em um mesmo processo com fluidos supercriticos. Essa peculiaridade é
possivel ser realizada em um mesmo equipamento, com alteracao das condi¢des operacionais ao longo do
processo, ou com uso de mais de uma coluna operando em condi¢des distintas. Esse tipo de processo é
denominado extracdo fracionada. A mudanca nas condi¢des de temperatura e pressao altera adensidade do
solvente supercritico e assim seu poder de solvatacao. Por exemplo, Braga (2005) extraiu 6leos volateis e
curcuminoides de Curcuma longal.. realizando o processo de extracdo em duas etapas. Na primeira etapa, o
processo ocorreu a 35 °C e 225 bar sem uso de cossolvente, em um segundo momento, utilizou-se uma
mistura de etanol+isopropanol (1:1; volume:volume) como cossolventes (50%) a 30 °C, 300 bar. Desde que
as substancias de interesse sejam os curcuminoides, na primeira etapa do processo ocorreu a remocgao das
substancias volateis, permitindo assim que os curcuminoides pudessem ser recuperados com elevada pureza
no segundo estagio.

Comparativamente, estudos tém mostrado que a extracdo com fluidos supercriticos é uma excelente
alternativa aos métodos convencionais. Além de ser considerado uma tecnologia limpa, pelo fato de nao se
verificar residuo de solvente no extrato final quando se aplica CO, supercritico, o processo de extragdo com
fluidos supercriticos apresenta menor gasto energético quando comparado aos processos convencionais.
Além disso, por empregar temperaturas mais amenas, esse processo € indicado para extrair substancias
termolabeis. No entanto, o custo fixo inicial do equipamento é mais elevado, o que inibe a aplicacdo do
processo em empresas de menor porte. Essa tecnologia é recomendada para obtencao de substancias com
elevado valoragregado, indicado para indUstrias que processam produtos naturais para obtencao de substancias
bioativas com alto grau de pureza.

Diante disso, pesquisas com uso da tecnologia supercritica crescem a cada ano e tem reforcado e
demonstrado a viabilidade técnica na obtencao dessas substancias. Martinez (2008), recentemente, discutiu
informacdes importantes sobre a aplicacdo dessa tecnologia na obtencdo de substancias bioativas e
nutracéuticos em seu livro “Supercritical Fluid Extraction of Nutraceuticals and Bioactive Compounds”. Pereira
& Meireles (2009) apresentaram uma extensa revisao da literatura, apresentando dados especificos na extracdo
de cada grupo de substancias (6leos essenciais, substancias fendlicas, carotenoides, tocoferois e tocotriendis),
elucidando também aspectos importantes do processo como solubilidade, extracdo/fracionamento e analise
de custo do processo.

Neste cenario, observa-se que essa tecnologia, embora, aparentemente, considerada de “elevado
custo’, por causa do custo do equipamento e ndo por causa do processo em si, apresenta reais condicdes de
serempregada para a obtencao de substancias sensiveis com bioatividade e de alto valor agregado. O que de
fato tem sido comprovado pelo aumento de unidades industriais que fazem uso dessa tecnologia como base
do processo: nos Ultimos 20 anos cerca de 100 colunas de extracao de 100 L foram instaladas na Europa, EUA,
Japao e paises do Sudeste Asiatico (BRUNNER, 2005).
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EXTRACAO POR MICRO-ONDAS

Um método novo empregado para obtencédo de substancias bioativas é a extracdo por micro-ondas.
Diferente dos processos de extracdo solido-liquido (seja a baixa ou a alta pressao), a extragao por micro-
ondas ocorre devido as modificacdes nas estruturas celulares induzidas pelo efeito das ondas
eletromagnéticas.

As micro-ondas sdo ondas eletromagnéticas de energia ndo ionizada com freqiiéncia de 0,3 a 300
GHz. O principio do processo de extracdo é diferente dos métodos anteriormente citados. Neste, a energia
das micro-ondas que incide sobre o material sélido penetra nesse e interage com moléculas polares, gerando
calor. O aquecimento interno do material provoca a ruptura da estrutura celular, permitindo a exposicao dos
constituintes ao solvente. O resultado é o contato maior do solvente com os sélidos e a maior taxa de
transferéncia de massa do material para o solvente.

Neste processo nao é indicado utilizar o material totalmente seco. Na verdade, a presenca de 4gua no
material sélido é essencial para acontecer a extracao, pois a absorcdo da energia é feita, principalmente, pela
4agua que estd presente no material sélido.

O uso dessa tecnologia ainda é muito recente, no entanto importantes resultados tém sido
demonstrados. ATabela 4 apresentaalguns casos de aplicacao dessa tecnologia para obtencdo de substancias
bioativas.

EXTRACAO POR ULTRASSOM

Assim como na extragcdo por micro-ondas, a extracao por ultrassom ocorre devido a modificagcdes
nas estruturas celulares, no entanto, nesse caso ao invés de ondas eletromagnéticas, aqui se aplica o
ultrassom.

As ondas de ultrassom sao vibracées mecanicas com frequéncias maiores de 20 kHz. A diferenca
entre ultrassom e ondas eletromagnéticas, além da faixa de frequéncia aplicada, é que a transferéncia de
energia pelas ondas de ultrassom so é possivel se houver material para essa se propagar, no entanto, para
as ondas eletromagnéticas, a transferéncia de energia pode ser feita também no vacuo.

O principio de extracdo é baseado nos ciclos de compressao e expansao que o material sofre pelo
efeito do ultrassom. Os ciclos promovem a formacao de bolhas de liquido que, devido ao seu crescimento ao
longo dos ciclos, entram em colapso provocando a quebra da parede celular. Como resultado, o solvente
permeia mais facilmente no sistema aumentando a taxa de transferéncia de massa entre o material sélido e
o solvente.

Assim como a tecnologia de extracdo com micro-ondas, esse método ainda é muito recente, no
entanto tém-se verificado importantes avancos na obtencao de substancias com atividades funcionais, como
pode serobservado naTabela 4.

Diante do exposto, temos uma variedade de processos de extracao que podem ser utilizados para a
obtencao de substancias bioativas. A escolha do processo vai depender das condi¢des da industria e/ou do

produto final desejado.
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Aplicagio
Processo Espécie vegetal Classe de Principal caracteristica Ref
Bioativos
Microondas Curcumalongal. Oleos essenciais  Solvente: agua 1
Poténcia: 200,400, 700 W
tempo=2-10min
Zingiber officinale Oleos essenciais Solvente: agua 2
Foscoe Poténcia: 200,400, T00W
tempo=1-6 min
Camelliasinensis(L.) Polifendis e Solvente: agna/etanol (1:1) 3
Euntze cafeina Poténcia: 7T00W
tempo=4 min
Artemisia annual. Artemisimina Solvente: etanol, 4
triclorometano, ciclohexano,
mn-hexano, éter de pertoleo,
Poténcia : 630W
tempo=2-18 min
VitisviniferaL. Substincias Solvente: 90% metanol, 5
fendlicos Poténcia tni
tempo=20 min
Ultrassom

Laurusnobilis L.

Rosmarinus officinalisL.

Thymus vulgaris L.
Origanummajorana L.
Polianthes tuberosal.

Oleos ezzenciaiz

Solvente: agna 6
f=20kHz
tempo= 10 min

Citrus reticulata Blanco

Bioflavonoide

Solvente: metanol,
lzopropanol, etanol
JF=20-60-100kHz,
tempo=20-160 min

Sophora japonical. Futina Solvente: agua, metanol 2
J=20kHz
tempo=30 min
Nothapodyies foetida Alcaloides Solvente: methanol (90%) 9
(Wight) Slewrmer f=33kH=
tempo=13,30, 60 mn
Salvia officinalis L. polissacarideos Solvente: etanol 10
F=20kHz

tempo: 120 min

1- Deng et al. (2006), 2- Alfaro et a/. (2003), 3- Pan et a/. (2003), 4- Hao et a/. (2002), 5- Liazid et a/. (2007), 6-
Gutierrez et al. (2008), 7- Ma et a/. (2008), 8- Paniwnyk et a/. (2001), 9- Fulzele et a/. (2005), 10- Hromadkova

et al. (1999).
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METODOS /¥ s7L/co PARA ELUCIDACAO ESTRUTURAL DF
SUBSTANCIAS: FUNDAMENTOS, METODOLOGIAS £ APLICACOES
EM PRODUTOS NATURAIS £ METABOLOMICA

Fernando Batista da Costa
Marcus Tullius Scotti

INTRODUCAO

A elucidacao estrutural de substancias é uma
atividade muito antiga e tem sua origem registrada
no século XVIIl, época em que o homem ainda nem
possuia o devido conhecimento tedérico sobre
estrutura molecular. Desde entdo, as estratégias
empregadas por um especialista para elucidar a
estrutura de uma substancia desconhecida pouco
mudaram, pois elas envolvem fundamentos basicos
em que sdo geradas e testadas hipéteses com o intuito
de se chegar a solucao de um problema. Entretanto,
de 1a para ca houve um enorme avancgo nas etapas
aquisicao, processamento e manipulacao de dados
espectrais, incluindo o desenvolvimento de
espectrémetros e softwares. Recentemente, com a
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enorme quantidade de dados gerados, continuamente, que necessitam ser processados aliado a necessidade
de otimizar tempo, os computadores se tornaram indispensaveis para auxiliar o homem nas diferentes etapas
desse processo. Do simples desenho de uma estrutura quimica até a sua elucidagao estrutural automatizada,
passando-se pelo seu armazenamento e busca em bancos de dados, geracao de propriedades estruturais,
além da visualizacdo e manipulacao de espectros, os programas de computador hoje sao vitais, seja paraa
academia ou para as empresas.

No ambito da elucidacdo estrutural de substancias organicas, a quimica de produtos naturais é, sem
duvida, a area da Ciéncia que mais contribui para grandes avangos. Sua contribuicao é enorme, chegando
acausarimpacto até na quantidade e qualidade dos dados espectrais de ressonancia magnética nuclear
(RMN) que sao publicados em periédicos especializados, por exemplo, quando estes sdo comparados
aqueles oriundos de outras areas, tais como a sintese organica ou a quimica de compostos heterocicliclos
(ROBIEN, 2009). A principal explicacdo que pode ser dada para todo esse avanco é a elevada diversidade e
complexidade estrutural das substancias isoladas de matrizes biolégicas como plantas, microrganismos e
organismos marinhos. O processo de desreplicacao de tais matrizes e a consequente determinagao estrutural
das substancias presentes em misturas tém se tornado ainda mais urgentes com o advento dos estudos de
metaboloma. Tal fato pode ser justificado pelo préprio objetivo da metabolomica, que ndo é apenas realizar
uma acurada deteccao de estruturas quimicas em varias matrizes bioldgicas. Na verdade, o que se almeja
é analisar os dados obtidos por meio dos métodos analiticos com intuito de extrair a informacéo neles
contida para, finalmente, se poder efetuar a determinacgdo estrutural e estudar sua variacdo em sistemas
biolégicos (DUNN et al, 2005; van der KOOY et a/, 2009).

Nesse contexto é que a aplicagdo de métodos /n silicopara elucidacao de substancias passa a
serimportante e ganha enorme espaco, pois pode auxiliar em cada uma das diferentes etapas de todo
0 processo. Esses métodos envolvem o uso de algoritmos, métodos estatisticos e de Inteligéncia
Artificial (IA) que sdo desenvolvidos e incorporados em sistemas, aplicativos e programas de computador
que auxiliam o usuario a elucidar estruturas quimicas (STEFANI et a/, 2007). Como consequéncia, o
estudo e a aplicacdo de métodos estatisticos, quimiométricos e de quimioinformatica para essa
finalidade estdo em ascensdo. Cabe ressaltar a evolucao da elucidacédo estrutural de substancias auxiliada
por computador propriamente dita, traducdo do termo em inglés Computer-Aided Structure Elucidation
(CASE), que trata do processo de determinacao da estrutura quimica de uma substancia desconhecida
com base em seus dados espectroscépicos experimentais e no conhecimento prévio de suas
propriedades, empregando-se, exclusivamente, programas de computador (STEINBECK, 2004;
ELYASHBERG et al.,, 2010).

O objetivo deste capitulo &, portanto, por meio de exemplos e com uma linguagem acessivel, mostrar
ao leitor interessado na drea de Quimica de Produtos Naturais e de outras correlatas, tais como da Ecologia
Quimica, Sintese Organica e Ciéncias Farmacéuticas, como as diferentes ferramentas /in silico podem
efetivamente auxiliar na elucidacao de substancias de origem natural. Alguns conceitos, fundamentos basicos
e modalidades de elucidacdo estrutural automatizada serdo discutidos, incluindo-se a descricdo sobre o
funcionamento dos algoritmos mais comuns e a capacidade de alguns programas de computador auxiliarem
na elucidacao de estruturas de substancias naturais e em estudos de metaboloma. Na opinido dos autores,
esse texto é, portanto, uma das raras contribuicées na lingua portuguesa para esse setor importante da
informacao quimica aplicada a produtos naturais e areas correlatas.



HISTORICO

O primeiro projeto de elucidacdo estrutural automatizada foi o DENDRAL, baseado no nome DENDRitc
ALgorithm (LINDSAY etal, 1980). Esse projeto, iniciado a partir de 1965 na Universidade de Standford, EUA,
partiu do desenvolvimento de algoritmos para tratamento de dados de espectrédmetros de massas. O programa
funcionava com a estratégia classica denominada “planejar-montar-testar”e, durante o projeto, foram sendo
adicionados diversos algoritmos e outros dados espectroscopicos, como RMN-'3C, com o objetivo de aumentar
a capacidade de elucidagao. Em todos os casos o sistema confrontava os dados do espectro-problema com o
banco de dados que contém uma significativa lista de fragmentos compativeis com o espectro e a férmula
molecular obtidos da espectrometria de massas. A partir dessa etapa, era necessaria a intervenc¢ao do usudrio
gue deveria informar quais grupos funcionais e/ou subestruturas estavam presentes ou ausentes.

A partir dessa experiéncia, foram gerados outros sistemas como 0 CONGEN (CONectivity GENerator)
e 0 GENOA (GENeration with Overlapping Atoms) (MASINTER et al, 1974; CARHART et a/, 1981). Outro
software, mais recente e avancado que o DENDRAL, mas ainda pioneiro, é o DARC/EPIOS (Direct Acess Radar
Channel/Elucidation by Progressive Intersection of Ordered Substructures) (DUBOIS & SOBEL, 1985). Como
era um sistema especialista classico de determinacgdo estrutural, assim como o DENDRAL, também possuia
um banco de dados de fragmentos estruturais. Porém, esses fragmentos eram baseados em um atomo de
carbono central ligado aos seus respectivos vizinhos contendo a descricao de deslocamentos quimicos,
sendo que estas subestruturas, conhecidas como ELCOs (Environment Limited and Concentric Ordered)
(DUBOQIS et al, 1984), eram capazes de descrever diversos ambientes quimicos. O DARC/EPIOS necessitava
de uma menorintervencdo do usudrio para a determinacao da estrutura-problema por possuir um algoritmo
mais eficiente que o do DENDRAL.

O sistema especialista PAIRS (Program for the Analysis of IR Spectra), desenvolvido por Woodruff &
Smith (1980), era capaz de analisar espectros no infravermelho (IV) de modo semelhante a um espectroscopista.
Em 1994, Chalmers e colaboradores usaram uma abordagem automatizada de interpretacdo da transformada
de Fourier para espectros de Raman de polimeros complexos (CLAYBOURHN et a/, 1994). O sistema EXPIRS
é outro sistema desenvolvido para analise de espectros no IV (ANDREEV et a/, 1993), que organiza,
hierarquicamente, grupos caracteristicos que sao reconhecidos pelos picos detectados. Plamen et a/. (2000)
desenvolveram um sistema computacional que realiza buscas em bancos de dados espectrais, classificando
espectros no IV com a ajuda de analise linear discriminante, redes neurais artificiais e o método dos &-vizinhos
mais proximos (k-Nearest Neighbors —kNN).

Um programa que era baseado em um banco de dados de RMN-'3C de estruturas completas foi
desenvolvido por Munk et a/. (1996). Nesse programa, o usuario informa os dados experimentais de RMN-"*C
e 0 nimero minimo de sinais e de solu¢des que devem apresentar. Com as informacdes fornecidas pelo
usuario, o sistema especialista faz uma busca dos dados no banco, filtrando aqueles compativeis, os quais,
com o numero minimo de sinais requeridos, sdo novamente filtrados, excluindo as estruturas duplicadas.

Outros programas foram desenvolvidos, tais como o ASSEMBLE, SESAMI e HOUDINI (SHELLEY & MUNK,
1982; MADISON etal, 1998; KORYTKO et a/, 2003). O ASSEMBLE se diferenciou dos demais por ndo possuir
um banco de dados e por ndo trabalhar com dados espectrométricos, sendo entao pouco Util, pois, inicialmente,
apenas gerava todos os isbmeros possiveis a partir da formula molecular, tendo um aumento exponencial de
estruturas possiveis e alto custo computacional com o aumento do nimero de atomos. Portanto, a ele foram
adicionadas opc¢des de fragmentos que o usuario indicava como sendo possiveis de haver na estrutura ou que
deveriam estar ausentes (SHELLEY & MUNK, 1982). O SESAMI, (Systematic Elucidation of Structure Applying
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Machine Intelligence) (Madison et al, 1998; Korytko et a/, 2003), também do mesmo grupo de pesquisa,
possui um gerador que trabalha primeiro procurando todos os centros quirais possiveis na molécula, em
conjunto com as restricdbes impostas pelo usuario. Seu algoritmo é baseado em tabelas que correlacionam
estruturas com caracteristicas de um espectro. Atualmente, esse sistema é denominado de HOUDINI, o qual
também utiliza dados de RMN bidimensionais (2D) (KORYTKO et al/, 2003).

Todos os programas CASE descritos até aqui sdo capazes de gerar estruturas quimicas através da
montagem de dtomos e/ou fragmentos de moléculas. Porém, outra estratégia é baseada na geracédo de
estruturas através da remocao de ligagcdes de uma hiperestrutura que, inicialmente, contém todas as possiveis
ligacbes entre todos os atomos e fragmentos moleculares necessarios. Softwaresbaseados nesse conceito
sao o COCOA (Constrained COmbination of ACFs, onde ACFs sao Atom-Centered Fragments) (BANGOV,
1990) e o GEN (BOHANEC & ZUPAN, 1991).

Como foi descrito anteriormente, mais recentemente foi desenvolvido o sistema HOUDINI a
partir do SESAMI, os quais utilizam dados de RMN mono e bidimensionais juntamente com a férmula
molecular da estrutura desconhecida (MADISON & MUNK, 2003). Assim como o COCOA e o GEN, o
HOUDINI envolve primeiro a criacdo de uma hiperestrutura com todas as ligagdes possiveis entre seus
atomos e, a partir deste ponto, as ligagdes excedentes sao removidas de acordo com as valéncias
atomicas e correlagdes bidimensionais, restando poucas estruturas compativeis com os dados
experimentais.

O sistema CSEARCH (Carbon NMR, Spectral Database, Environment, Sophisticated Algorithmes,
Reliable Results, Clever Implementation, Highly Interactive), desenvolvido por Kalchhauser & Robien
(1985), é baseado no sistema de procura desenvolvido pelo grupo de Munk (SHELLEY & MUNK, 1982),
porém com a adi¢do de algumas melhorias, como por exemplo o cédigo HOSE (Hierarchical Ordered
Spherical Description of Environment, BREMSER, 1978), o qual sera descrito com maiores detalhes na
secdo Metodologias, Técnicas Computacionais e Algoritmos. O programa realiza a predicdo de
deslocamentos quimicos de RMN-"3C e buscas por grupos funcionais e similaridade de espectros, sendo
também capaz de quebrar as estruturas encontradas em fragmentos de até trés atomos, combinando-os
depois a outras estruturas. O CSEARCH sera abordado em detalhes na secdo denominada Banco de
Dados.

O sistema CHEMICS (Combined Handlling of Elucidation Method's for Interpretable Chemical Structures)
(KUDO & SASAKI, 1976; SASAKI & KUDO, 1985), desenvolvido por um grupo de pesquisadores japoneses,
também utiliza algoritmos semelhantes aos usados pelo DENDRAL e DARC/EPIOS e é capaz de tratar dados
de RMN bidimensionais para descartar fragmentos invalidos durante a geracao estrutural. O ACCESS é outro
sistema desenvolvido que combina um gerador estrutural com a busca de biblioteca de espectros (BREMSER
& FACHINGER, 1985).

E possivel observar com esses exemplos que o desenvolvimento de programas para auxilio na
elucidacdo estrutural de substancias ndo é uma atividade recente e atualmente existem varias modalidades,
desde os simples simuladores aos sistemas CASE completos envolvendo geradores estruturais, o que serd
abordado nas se¢des seguintes.



FUNDAMENTOS BASICOS E ESTRATEGIAS DA ELUCIDACAO
ESTRUTURAL DE SUBSTANCIAS EMPREGANDO METODOS /N S/LICO

FUNDAMENTOS BASICOS DA REPRESENTACAO DE ESTRUTURAS QUIMICAS
NO COMPUTADOR

Antes de discutir sobre as estratégias e modalidades de elucidacédo estrutural de substancias organicas
através de métodos /n sificoe os programas disponiveis, € importante considerar a representacao de estruturas
quimicas no computador. Tomando-se como exemplo a predicdo de propriedades moleculares através de
algoritmos de aprendizado, pode-se afirmar que uma boa predicdo comeca com a boa qualidade da estrutura
quimica que é apresentada a um dado programa. Surge entao uma pergunta basica: como apresentar uma
estrutura quimica a um computador de modo que ele consiga interpreta-la? Em outras palavras, como o
computador consegue “enxergar’, por exemplo, a efedrina, substancia natural isolada de espécies vegetais do
género £phedral.? Embora a estrutura quimica seja a linguagem natural dos quimicos, o mesmo néo se aplica
aos computadores, os quais trabalham com uma outra linguagem, a dos bitse bytes(Figura 1). Portanto, foi
necessario o homem desenvolver modelos para que as estruturas quimicas pudessem ser representadas e
entendidas pelos programas de computador.

FIGURA1 | Computadoresndo conseguem imaginar como é a molécula da
efedrina sem que ela Ihes seja devidamente representada.

No passado, foram iniciados os primeiros estudos para representar a informacdo quimica, inicialmente
em textos de livros e mais tarde em peridédicos. Em outras palavras, através dos tempos foi necessario
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desenvolver métodos adequados para que uma dada substancia quimica fosse, adequadamente, representada
e entendida, primeiro no papel e depois naforma eletrénica. No caso das substancias organicas, inicialmente
elas receberam nomes para caracteriza-las. Em seguida, foram atribuidas formulas e nomes sistematicos,
chegando-se entdo as representacdes mais complexas envolvendo atomos, ligagdes quimicas, geometria e
estereoquimica (ENGEL, 2003). Com o aumento vertiginoso da quantidade de dados disponiveis em quimica
e a massificacdo do uso de computadores, em especial nas Ultimas duas décadas, surgiram varios programas
para desenhar, editar, visualizar e compartilhar estruturas quimicas em duas ou trés dimensdes (2D e 3D),
bem como possibilitar seu armazenamento e consulta em bancos de dados. Porém, como essa informacao é
processada? Qual sua influéncia na qualidade da predicdo de propriedades, por exemplo, os deslocamentos
quimicos de RMN?

Hoje em dia, é bastante comum desenhar e armazenar estruturas de substancias organicas em
programas de computador, os chamados editores de moléculas, sejam eles proprietarios, gratuitos (freeware),
de cédigo aberto (open source) e de acesso livre ou publico (open access), estejam eles instalados em um
Unico computador (standalone), disponiveis em rede, on/ine em pdaginas da internet ou como applets. O
modo grafico a disposicdo do usudrio (interface grafica do usuario - Graphical User Interface ou GUI) para
desenhar estruturas, com poucas excecoes, é basicamente o mesmo na maioria dos programas. Entretanto,
paraarmazena-las, os proprietarios possuem os seus proprios formatos: por exemplo, o ChemDraw da empresa
CambridgeSoftpossui o formato .cdx, o ChemSketch da ACD/Labspossui o formato /S/S sketch Extension .sk2
e o sucessor do ISIS/Draw, o Symyx Draw da Accelrys/Symyx, possui o formato .skc, todos eles capazes de
armazenar estruturas 2D. No caso de estruturas 3D, o HyperChem da Hyperclube Inc. opera com o formato
.hin e o Spartan da Wavefunction, Inc.com o .spartan, porém as estruturas 3D também podem ser armazenadas
em formato .pdb (Protein Data Bank), o qual pode ser lido por quase todos os programas adequados a essa
finalidade.

Nao serdo discutidos aqui os detalhes sobre os diferentes formatos de cada programa, com excecao
de dois deles, que ja ndo sdo mais proprietarios: o formato .mol da MDL e 0 .smi (SMILES) da Day/ight. Esses
formatos sdo muito importantes, porque podem ser lidos e compartilhados pela grande maioria dos editores
de estruturas e também pelos programas mais avancados de informacdo quimica. Funcionam como uma
espécie de“moeda de troca” para informacao de estruturas quimicas e sao o formato de escolha dos programas
open access e freeware, englobando os de edicdo de espectros e de elucidagdo estrutural. Além disso,
utilizando-se programas especificos, a partir desses formatos podem ser obtidas coordenadas em 3D e
realizadas rotinas de modelagem com as estruturas.

O formato Mol da MDL, ou arquivo Mol (Molffile), é um dos poucos que é amplamente aceito pela
comunidade mundial para o armazenamento e troca de informacdes de estruturas quimicas e reagdes. Foi
descrito nos anos 1980 por Dalby e colaboradores que trabalhavam na empresa Molecular Design Limited
(MDL), tendo sido inicialmente criado para os préprios programas desenvolvidos pela MDL (DALBY et al,
1992). Entretanto, tornou-se o padrao de varias outras empresas, inclusive para o armazenamento e troca de
propriedades moleculares. Um arquivo Mol descreve uma Unica estrutura molecular e é composto por
fragmentos ou blocos. Outro formato bastante similar, denominado arquivo SD (SDfife), pode descrever varias
estruturas em um Unico arquivo, sendo o mais conveniente para manipular um conjunto delas, especialmente
para a transferéncia de informacdo entre bancos de dados ou desses para ferramentas de analise de dados.
Um arquivo Mol tem como origem uma tabela de conexao, que por sua vez origina-se da teoria dos grafos e
matrizes, que sao notagcdes matematicas muito estudadas para a representacao de estruturas quimicas (ENGEL,
2003). A tabela de conexao tem sido a principal forma de representar estruturas quimicas desde os anos



1980. Basicamente, envolve uma lista (ou bloco) de 4tomos e outra contendo suas ligagdes quimicas. Essas
listas ou blocos estdo, adequadamente, dispostos em um arquivo que os converte em uma estrutura
quimica na GUI dos editores moleculares. Ao se abrir um arquivo Mol em um editor de textos comum,
podem ser visualizados valores numéricos e simbolos atdmicos em uma arquitetura subdividida em quatro
blocos. Os dois maiores — o bloco de 4tomos, na parte superior, e o de ligagdes, na parte inferior - compdem
a base de uma tabela de conexao, como é mostrado nafigura 2, referente ao arquivo Mol da estrutura 2D
da efedrina.
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FIGURA2 | Arquivo Mol da estrutura 2D da efedrina aberto com um editor de
textos.

O SMILES da Daylightfoi criado por David Weininger em 1986, para o processamento de dados
quimicos (ENGEL, 2003). Na verdade, o SMILES é uma “notagao quimica”em linha usada para representar
estruturas e reagdes e que gera arquivos em formato .smiles ou .smi. Seu nome vem de Simplified Molecular
Input Line Entry Specification, o que revela sua principal caracteristica, ou seja, uma representacdo molecular
simplificada e compacta, além de ser flexivel, facil de compreender e de carater universal, independente do
software e da arquitetura de hardware utilizados. A representacao estrutural no SMILES é dada por um
conjunto de regras que reinem uma combinacdo de simbolos atdmicos e sinais que indicam valéncias,
ramificagcoes, anéis, aromaticidade, geometria molecular e até estereoquimica. Esse arquivo também pode
ser aberto com um editor de textos comum. A estrutura da efedrina é representada por meio da seguinte
notacao SMILES:
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CN[Ce@H](Q)[C@H](0)C1=CC=CC=C1

Portanto, para a representacdo de estruturas pode-se utilizar os formatos Mol e SMILES. Eles estao
disseminados tanto na comunidade académica como nas empresas que trabalham com informacéo
guimica e obviamente nos programas destinados a auxiliar na elucidacao estrutural. Pode-se resumir a
representacdo estrutural em computador tomando-se como exemplo a substancia efedrina. Ela pode ser
representada por uma estrutura desenhada em um editor que a armazena em um arquivo 2D, o qual
contém informacgodes sobre sua constituicdo que podem estar embutidas tanto no formato .mol como
.smiles. Essa estrutura 2D pode ser convertida para uma 3D e sua nova representacao ird conter
informacodes sobre sua topologia e geometria, sendo entdo possivel visualiza-la, por exemplo, em formato
.pdb, em um outro programa apropriado. A visualizacdo de estruturas em 3D é importante, porque por
meio dela é possivel analisar em detalhes a disposicao espacial de seus atomos e sua estereoquimica. O
modelo de representacao e visualizacdo da efedrina discutido é mostrado na figura 3, onde esta
esquematizada a forma universal de entrada/saida de informagao quimica em um computador. A estrutura
2D é desenhada em um editor grafico de moléculas e, automaticamente, convertida em uma das possiveis
representacgdes estruturais (ou formato compreendido apenas pelo programa utilizado), podendo ser
armazenada, por exemplo, em formato .mol ou .smi. Por fim, as coordenadas 3D dessa estrutura podem
ser obtidas por meio de um programa apropriado e armazenadas em um formato especifico, como por
exemplo, o .pdb, e entdo ela pode ser visualizada em um outro programa adequado para essa finalidade.
Esse processo todo de entrada/saida é totalmente reversivel. Logo, a visualizagao de uma estrutura em
um programa nada mais é do que a conversao das notacdes em figuras através de uma GUI e estrutura
interna apropriada.
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FIGURA 3 | Representacdes e visualizagdo da estrutura da efedrinaem 2D e
3D.



DESENHANDO CORRETAMENTE ESTRUTURAS QUIMICAS

Deve ficar claro que ndo basta apenas entender sobre os programas, formatos de arquivos e
representacio quimica de estruturas se elas ndo forem desenhadas corretamente. E sabido que a qualidade
das informacgbes quimicas é influenciada pelo modo como as estruturas sao desenhadas nos editores
moleculares. Por exemplo, deve-se tomar bastante cuidado com a correta representacao de ligagcdes duplas
emisdOmeros Ze £ orientagao espacial de &tomos na fusdo de anéis em policiclos, a orientacao espacial dos
substituintes de um dado 4tomo de carbono sp?, entre outros. A qualidade das informag¢es quimicas como
consequéncia da forma de desenhar torna-se ainda mais drastica quando uma dada estrutura possui um ou
mais centros quirais e sua estereoquimica relativa necessita ser representada para se realizar, por exemplo,
predicdes de deslocamentos quimicos de RMN, uma das modalidades mais empregadas na atualidade. Nesses
casos, a atribuicdo da correta estereoquimica relativa passa a ser obrigatéria. Estruturas sem nenhuma atribuicao
de estereoquimica ou geometria também correm o risco de terem as predicdes de seus deslocamentos
quimicos prejudicadas, podendo levar a sérios erros de interpretacao de espectros.

A explicagao para todos esses cuidados é que a grande maioria dos algoritmos presentes nos softwares
para predicao de deslocamentos quimicos de RMN e simulacdo de espectros possui uma arquitetura tal que
leva em consideracao informacées sobre a geometria molecular e a estereoquimica, o que sera abordado nas
secOes seguintes. Conclui-se entdo que um bom programa desenvolvido, para realizar predi¢des de
deslocamentos quimicos de RMN de forma acurada, deve possuir um algoritmo que seja capaz de utilizar tais
informacdes. Porém, ao final, entrar com os dados corretos cabe apenas ao usuario, que além de dominar um
determinado programa de computador, deverd obrigatoriamente ter conhecimento das regras basicas de
representacao estrutural, o que por sua vez é resultado de seus conhecimentos de Quimica Organica.

ESTRATEGIAS PARA ELUCIDACAO ESTRUTURAL DE SUBSTANCIAS: O HOMEM
EAMAQUINA

Como foi mencionado naintroducdo, hd muito tempo o homem adquiriu experiéncia em elucidagao
estrutural e o modus operandiseguido por ele ndo evoluiu muito desde entao, ao contrario das técnicas
espectroscopicas e equipamentos utilizados no processo.

Apo6s o isolamento e a purificacdo de uma substancia desconhecida, ou apés a sua sintese, a préxima
etapa é a determinacao ou elucidacao de sua estrutura quimica, a qual é realizada seguindo-se basicamente
trés passos. Inicialmente, é obtido um conjunto de espectros e, a partir de seus respectivos dados, os quais sao
analisados por um especialista, ou seja, um ser humano, sdo propostos fragmentos compativeis. Em seguida,
os fragmentos propostos sao analisados, alguns sdo descartados e outros combinados, e entdo estruturas
hipotéticas sdo geradas. Por fim, as estruturas geradas sao testadas (validadas) com intuito de se chegarauma
Unica que seja compativel com os dados espectrais (ELYASHBERG et a/, 2008).

A estratégia descrita no paragrafo anterior é realizada pela maioria dos especialistas em elucidacao
estrutural a partir dos dados espectrais. Os dados analisados sao oriundos de um conjunto inicial de espectros,
como infravermelho (IV), ultravioleta (UV), RMN e espectrometria de massas (EM). Em relacdo a RMN, dados
de RMN-"H, RMN-'3C e DEPT (Distortionless Enhancement by Polarisation Transfer geralmente sdo utilizados
no inicio do processo de elucidagao. Assim, propostas envolvendo grupos funcionais, fragmentos estruturais,
conectividade entre atomos, isomeria e estereoquimica relativa sao obtidas e, exaustivamente, analisadas,
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sempre com auxilio de informagdes da literatura. Quando se chega a uma proposta final e é constatado que
aestrutura proposta ja é conhecida, sua validacao é feita através dos dados da literatura. Entretanto, quando
o grau de complexidade da estrutura a ser elucidada é muito elevado, ou a mesma ainda nao foi descrita na
literatura, é necessdria a obtenc¢ao de espectros bidimensionais e a realizagao de técnicas especiais (ELYASHBERG
et al, 2008). Como exemplos, podem ser citados o NOE (Nuclear Overhauser Effect), espectroscopia
bidimensional homo e heteronuclear tais como 'H-"H COSY (COrre/ated Spectroscop V), HMQC (Heteronuclear
Multiple Quantum Coherence), HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) e HMBC (Heteronuclear
Multiple Bond Correlation), além de NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopV), TOCSY (TOtal
Correlation SpectroscopV), J-RES (J-REsolved Spectroscopy), dentre outros. Em alguns casos, o raio-X da
substancia também passa a serimportante (STEFANI & DA COSTA, 2007).

Embora pareca simples, essa estratégia é composta de varias etapas que tornam todo o processo
moroso e complexo, demandando muito esforco e necessitando da ajuda de um ou mais especialistas,
havendo ainda outras limitagoes. Essa estratégia realizada pelo humano é tecnicamente chamada de“heuristica’;
termo que implica a capacidade de solucionar um problema com base em regras empiricas estabelecidas
pela experiéncia prépria. No caso da elucidagao estrutural de produtos naturais, o método heuristico ainda
pode envolver outras etapas, como por exemplo, analise quimiotaxondmica, avaliagdo da origem biossintética
de moléculas, uso de bibliotecas de substancias e de bancos de dados espectrais. Pode-se concluir que o
sucesso da elucidacao estrutural de um produto natural complexo muitas vezes depende quase,
exclusivamente, da experiéncia da pessoa envolvida. Entretanto, é sabido que muitas vezes o ser humano
pode se cansar, errar e ser tendencioso. Dai aimportancia de se empregar métodos /n silico, sendo que em
muitos deles as estratégias empregadas sdo basicamente as mesmas do especialista, porém demandando
muito menos tempo e realizando andlises exaustivas e bem mais complexas, tudo isto semincorporar alguns
vicios do ser humano (STEFANI & DA COSTA, 2007).

Comrelacao a elucidacdo estrutural auxiliada por computador, o programa ideal seria aquele que, a
partir dos dados experimentais, fosse capaz de fornecer em poucos segundos a estrutura quimica da substancia
em questao sem nenhuma ou com a minima interferéncia do especialista. Entretanto, ainda esta longe de
haver programas com esta capacidade, embora quase todos eles se baseiem no mesmo modo de pensar do
especialista.

Na verdade, no ambito da elucidagdo estrutural automatizada existem diferentes categorias de
programas que se baseiam na estratégia classica denominada por alguns autores de“planejar-gerar-testar”
(ou“planejar-montar-testar’, como mencionado no inicio da secao denominada Histérico), a exemplo dos trés
passos utilizados pelo humano que foram mencionados no inicio desta secao (ELYASHBERG et a/, 2008). Na
etapa de p/anejamento, os dados experimentais da substancia-problema sao confrontados com dados de
uma biblioteca ou de um banco de dados que possuem inimeras estruturas, subestruturas e fragmentos
estruturais aliados aos seus respectivos dados espectrais, sendo geradas novas subestruturas e fragmentos,
compreendendo, portanto, um processo similar a busca na literatura pelo humano. Na geracgo(ou montagem)
de estruturas, estruturas quimicas hipotéticas sdo geradas com base na férmula molecular e nas subestruturas
e fragmentos obtidos na etapa anterior, com o objetivo de se chegar a uma estrutura condizente com os
dados experimentais e, portanto, trata-se da etapa limitante do processo e que envolve os métodos
computacionais mais dificeis de serem desenvolvidos. Na terceira e Ultima etapa, a de testeou validacao, as
estruturas geradas na etapa anterior sdo verificadas para se avaliar se sdo compativeis ou ndo com os dados
experimentais da substancia-problema e se elas sdo validas; aqui, sdo utilizadas diversas metodologias para



predicao de dados e simuladores de espectros (STEFANI et al, 2007; STEFANI & DA COSTA, 2007; ELYASHBERG
et al, 2008).

Apenas os sistemas completos de elucidacao estrutural automatizada, denominados “programas CASE”
ou“sistemas especialistas’, executam as trés etapas descritas no paragrafo anterior, sendo capazes de analisar
dados de |V, EM e RMN mono e bidimensional (ELYASHBERG et a/, 2010). Entretanto, existem poucos sistemas
especialistas disponiveis. A grande maioria dos programas é desenvolvida, especificamente, para executar
cada uma das trés etapas, em especial para a de validacdo, momento em que ja existem propostas concretas
para a estrutura a ser elucidada. Assim, cabe ao usuario complementar toda a analise e ainda usar sua sagacidade
para chegar a solucao final.

Conforme discutido nos paragrafos anteriores, as diferentes categorias de programas disponiveis,
atualmente, executam as diferentes etapas da elucidacao estrutural com base na estratégia“planejar-gerar-
testar’, a exemplo do que é empregado pelo humano para solucionar os problemas da vida real, denominado
heuristica. Além disso, deve serlembrado que mesmo com suas limitagdes os programas nao sao tendenciosos
e nao possuem idéias preconcebidas acerca da elucidacdo de estruturas quimicas, uma vez que a eles foram
incorporadas técnicas e metodologias computacionais, de IA ou ferramentas de aprendizado de maquina
(machine learning tools), além de algoritmos altamente eficazes para realizar diferentes tarefas e trabalhar
com informacdes quimicas, o que sera abordado nas se¢des a seguir.

SISTEMAS ESPECIALISTAS

Um sistema especialista € uma forma de sistema baseado no conhecimento, sendo especialmente
projetado para emular a especializacdo humana em algum dominio especifico. Esses sistemas sdo programas
computacionais derivados da pesquisa envolvendo IA. O objetivo da IA é entender a inteligéncia construindo
programas com“comportamento”inteligente, estando preocupada com os conceitos e métodos de inferéncia
simbdlica ou raciocinio por um computador e como o conhecimento é usado para fazer deducdes que sdo
representadas no interior da maquina (JACKSON, 1999).

Os sistemas especialistas operam com regras que sao avaliadas para se predizer um resultado para
uma determinada entrada. Para gerar essas regras, é necessario um conhecimento a priorisobre a correlacdo
entre os dados de saida e a consulta. Essa correlacdo pode ser obtida a partir de métodos indutivos de
aprendizado analisando-se os dados experimentais. O termo “sistema especialista” é geralmente reservado
para programas que se baseiam no conhecimento usado por especialistas humanos em contraste ao
conhecimento obtido porintermédio de livros didaticos ou ndo especialistas.

Sistemas baseados em conhecimento sao definidos como um sistema computacional que tem o
conhecimento no dominio da solucdo do problema. Os sistemas especialistas se baseiam tanto na
experiéncia como no conhecimento. Essa é a razdo por que a solucao de problemas ndo pode ser obtida
a partir de simples algoritmos. A experiéncia relacionada a um tipo especifico de conhecimento é criada
a partir de uma complexa interacdo de regras e decisdes. Muito frequentemente os termos sistema
especialista (Expert System- ES) e sistemas baseados em conhecimento (Know/edge-Based Systems-
KBS) sdo utilizados como sindnimos e representam uma vasta area de aplicacao de IA (LUGER &
STUBBLEFIELD, 1989).
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No ambito da elucidacéo estrutural, apesar de haver diversas possibilidades, emprego de diferentes
algoritmos, ferramentas e aplicacdes orientadas a espectros de varios tipos, o que ha de comum nessas
aplicacbes é que elas simulam o raciocinio, ou seja, de que modo um espectroscopista realiza a identificagcao
de uma estrutura a partir da informacéo espectral. Esse processo inclui detectar os fragmentos estruturais de
compostos desconhecidos compilando uma férmula estrutural a partir desses, em seguida realizar a verificacdo
determinando a correlacdo entre esses fragmentos e os dados experimentais do espectro, tendo ainda como
suporte informacdes adicionais de natureza quimica, fisico-quimica e espectral. Os sistemas especialistas
possuem componentes que executam essas tarefas baseando-se em diferentes métodos matematicos. A
base da elucidacao estrutural, utilizando os sistemas especialistas, é, contudo, presumir quais estruturas ou
fragmentos similares correspondem a espectros ou subespectros similares. Tal abordagem é fortemente
afetada pela qualidade do banco de dados disponivel, os quais sao sua base (JACKSON, 1999).

Muitos sistemas especialistas sdo baseados na abordagem de frequéncias caracteristicas. Gribov &
Orville-Thomas (1988) fizeram diversas consideracdes sobre as bandas caracteristicas em um espectro no IV.
Gribov & Elyashberg (1979) sugeriram diferentes técnicas matematicas nas quais regras e decisées sdo
expressas de forma explicita. Elyashberg et a/ (1998) salientaram que a modelagem discreta de sistemas
l6gicos de estrutura/espectro é uma ferramenta valiosa no estudo de complicados objetos de natureza
discreta. Zupan (1989) demonstrou que a relagao entre a estrutura molecular e o correspondente espectro no
IV poderia ser representada condicionalmente por um modelo discreto finito. Essas relacdes podem ser
formuladas como regras condicionais na base de conhecimento de sistemas especialistas. Sistemas baseados
nessa légica podem ser encontrados em varias publicagdes (FUNATSU et a/, 1989; LUINGE, 1990; WYTHOFF ez
al, 1991; WARR, 1993).

Os sistemas especialistas sdo designados para ajudar um especialista em sua andlise e ndo para
substitui-lo. Os problemas sofisticados raramente podem ser resolvidos sem a experiéncia de um especialista
humano e muito dessa experiéncia ndo pode ser substituida por um sistema de regras légicas. Um sistema
especialista serve como um amplificador poderoso de intelecto humano. Os sistemas existentes mostram
que sao relativamente efetivos neste aspecto. Por exemplo, as abordagens que utilizam redes neurais artificiais
autoassociativas sao suplementos extremamente Uteis para os sistemas especialistas. A combinacao de regras
com redes neurais pode ser uma etapa mais similar aos métodos de decisdo humana simulada pelos sistemas
especialistas, o que sera discutido na préxima secao.

METODOLOGIAS, TECNICAS COMPUTACIONAIS E ALGORITMOS

Nesta secao serdo abordados alguns aspectos sobre a arquitetura interna e o funcionamento das
ferramentas empregadas na elucidacao estrutural automatizada. Um dos principais estimulos para o usuario
conhecer como um determinado programa funciona é ele poder saber de antemao se tal programa sera ou
nao adequado aos seus propdsitos, ou melhor, se o programa serd ou nao capaz de resolver seu problema
adequadamente.

As metodologias, técnicas computacionais e algoritmos mais comuns sao baseados em mecanica
quantica, regras de incremento ou de aditividade, métodos baseados em fragmentos, cédigo HOSE, IA e
técnicas de aprendizado de maquina. Esses estdo presentes nas ferramentas para elucidacao estrutural
automatizada disponiveis atualmente, as quais, em sua grande maioria, foram desenvolvidas com base na



estratégia“planejar-gerar-testar” discutida nas secdes anteriores. Na etapa de planejamento estdo inclusos os
bancos de dados, na etapa de geragao estdo os geradores de estruturas, e na etapa de teste ou validacao esta
a maioria dos programas disponiveis na atualidade, que sdo aqueles capazes de realizar predicées de
propriedades espectroscopicas e, a partir delas, as simulagéesde espectros, o que serd detalhado nos préximos
paragrafos. Ja os programas CASE e os sistemas especialistas podem incluir todas essas etapas.

Nos bancos de dadosestao inseridas as principais ferramentas de busca por estruturas, subestruturas
ou fragmentos estruturais com seus respectivos dados espectrais (UV, IV e RMN), ou ainda ferramentas de
busca por espectros e subespectros. Muito esforco tem sido despedido no sentido de desenvolver métodos
de busca cada vez mais eficazes, envolvendo técnicas de quimioinformatica (KOCHEV et a/, 2003). Com o uso
dessas técnicas, as informacdes estruturais (ou espectrais) podem ser armazenadas em bancos de dados e,
posteriormente, procuradas e acessadas de modo apropriado. Por exemplo, a busca por similaridade se
revelou como uma técnica extremamente Util para casos de programas CASE e sistemas especialistas, uma
vez que moléculas similares possuem propriedades fisico-quimicas similares. Entretanto, outros aspectos
devem ser observados no desenvolvimento dessas ferramentas, tais como rapidez, capacidade de buscas
completas e sem redundancia, sejam por formula ou peso molecular, por nomes, dentre outros. Um dos
maiores bancos de dados espectroscépicos disponiveis atualmente é o Specinfo, que possui dados de RMN,
IV e EM, além de varias informag¢des complementares; ja o CSEARCH e o NMRShiftDB possuem apenas dados
de RMN, o que sera discutido na secéo intitulada Bancos de Dados. Muitos bancos de dados sao utilizados nao
apenas para armazenar espectros ou subestruturas, mas também para realizar predic¢oes.

A geracdo de estruturas é realizada por geradores de estruturasque operam através de dois métodos:
deterministico ou estocastico. Nesses métodos, normalmente, os &tomos e as ligagdes quimicas das estruturas
sdo tratadas matematicamente como um conjunto de vértices e arestas, tendo como base a teoria dos grafos
(ENGEL, 2003). No método deterministico, um algoritmo matematico especial gera e testa todas as combinagoes
possiveis de estruturas a partir de um dado conjunto de fragmentos e de dados espectrais, juntamente com
restricoes impostas. Nesse método, hd também a etapa de montagem e de reducao de estruturas através de
metodologias exaustivas (STEINBECK, 2004). No método estocastico, sdo geradas estruturas aleatoriamente
de acordo com um determinado conjunto de dados espectrais e combinagdes possiveis. Todas as estruturas
geradas sdo quimicamente corretas e compativeis com os dados fornecidos, porém nem todas as estruturas
possiveis sao geradas (STEFANI et a/, 2007).

Como mencionado no inicio desta se¢ao, é na etapa de teste ou validacdo que é encontrada a grande
maioria dos programas disponiveis na atualidade, ou seja, aqueles que realizam predicéesde propriedades.
Para realizar essas predicoes, os métodos ab initio, semiempiricos e de IA sao os mais comuns.

As metodologias baseadas em métodos ab /nitio, fundamentados na mecanica quantica, tem se
restringido a RMN ou IV (também sao utilizadas em RAMAN e técnicas espectroscépicas de fotoionizacao) e
0s programas que as contém sao capazes de realizar predi¢des de frequéncias vibracionais, deslocamentos
quimicos e assim simular espectros. Porém, ao contrario das demais metodologias, antes da predicado a
estrutura em questao deve ter sua geometria otimizada, empregando-se algoritmos apropriados, para que se
obtenha um ponto de minimo na superficie de energia potencial. Os métodos mais utilizados para tal tem
como base a teoria do funcional de densidade (Density Functional Theory— DFT) e aqueles associados a
equagoes de Hartree-Fock-Roothaan (STEINBECK, 2003). Apds a otimizacao de geometria sao realizados os
calculos de predi¢des para a grandeza de interesse. Apesar de ser uma ferramenta poderosa, devido a
algumas limitagdes, tais como a necessidade de um maior tempo de computacdo, disponibilidade de
computadores mais potentes, calculos realizados no vacuo (embora, exista a oportunidade de se empregar
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modelos para a solvatacao e fendmenos correlacionados), essas metodologias ainda estdo disponiveis em
poucos programas. Porém, hoje em dia, alguns desses calculos podem se realizados em poucas horas em PCs
comuns, o que sera discutido na se¢ao Métodos /n Sificopara Elucidacao Estrutural de Substancias: Aplicagoes
em Produtos Naturais e Metabolémica.

Na atualidade a predicdo de propriedades e as simulacéesde espectros envolvendo |A e técnicas de
aprendizado de maquina tém recebido mais atencao pela comunidade de produtos naturais (DA COSTA et al,
2004) e este tema serd abordado de maneira mais detalhada no decorrer deste capitulo. No contexto da
elucidacgao estrutural, a predicdo de propriedades envolve, por exemplo, estimar deslocamentos quimicos de
RMN ou nimero de ondas do IV, ou ainda simular espectros com base nas propriedades calculadas, tendo
como base a correlagdo entre estrutura quimica e propriedade espectroscdpica. No caso de RMN-'H, também
é possivel realizar a predicdo de constantes de acoplamento. Logo, é importante saber como as predicdes sdo
realizadas.

Nas predicdes, geralmente, o problema em questao baseia-se em modelagem e envolve investigar a
relacdo entre uma dada estrutura quimica (objeto) e uma propriedade, envolvendo um sistema de pares
entrada/saida. Como o computador ndo consegue realizar essa tarefa de modo direto, pode-se utilizar como
artificio ferramentas de estatistica e aprendizagem por maquina (GASTEIGER, 2006; KUHN et a/, 2008), como
mostra a figura 4. Esta situacdo é exatamente a mesma dos estudos sobre QSAR (Quantitative Structure-
Activity Relationship), com Unica diferenca de que em elucidacédo a propriedade estrutural em questao é uma
dada propriedade espectral e ndo biolégica.

entrada saida

método

objeto de propriedade
aprendizado

descritores

redes neurais,
regressao, etc.

estrutura espectro

FIGURA4 | Representacdo esquematica de um caso tipico de modelo
computacional para predicao de uma propriedade
espectrométrica, utilizando técnicas de aprendizado de maquina
(adaptado de GASTEIGER, 2006).

Como técnicas de aprendizado de maquina podem ser usadas redes neurais artificiais, algoritmos
genéticos, regressao por maquina de vetores de suporte (Support Vector Machines — SVM regression), arvores
de decisdo (decision trees), floresta randomica (random forest) e kNN, dentre outras (Figura 4). Essas técnicas



compreendem umramo da A (ver se¢do Sistemas Especialistas) e envolvem o uso de algoritmos poderosos
gue sdo capazes de aprender - algoritmos de aprendizagem - a partir de exemplos (dados de treino) para
depois tomarem decisées inteligentes (resposta). Atualmente uma vasta quantidade de material publicado a
respeito de cada uma dessas técnicas esta disponivel (ZUPAN & GASTEIGER, 1999; KUHN et a/, 2008). Entretanto,
além de selecionar uma boa técnica de aprendizado para desenvolver uma boa ferramenta que realize
predicoes, os“descritores” para as estruturas quimicas devem ser cuidadosamente selecionados, o que sera
descrito brevemente a sequir.

Em um caso tipico de predicao que explora a relacdo entre estrutura quimica e propriedades (Figura
4) sao utilizadas variaveis apropriadas, denominadas descritores. Logo, inicialmente a estrutura é representada
(ou codificada) através de um conjunto de descritores estruturais, ou seja, representacées numéricas que
descrevem suas propriedades (STEINBECK, 2003). A partir de estruturas quimicas 2D e utilizando-se por
exemplo arquivos Mol, SD ou SMILES (ver se¢ao Fundamentos Basicos da Representacao de Estruturas Quimicas
no Computador), os descritores sdo calculados e incorporados a esses arquivos empregando-se um software
apropriado. Os descritores também podem serincorporados a estruturas 3D.

Em RMN, por exemplo, os descritores mais utilizados sao derivados de propriedades atdmicas, de
ligacdes ou de propriedades moleculares, sendo também incluidos os que descrevem topologia e geometria
moleculares (STEINBECK, 2003; BINEV & AIRES-DE-SOUSA, 2004). Os descritores estruturais sao calculados por
intermédio de programas apropriados e depois submetidos aos algoritmos de aprendizagem, como as redes
neurais artificiais, compondo, portanto, a etapa de entrada de dados (Figura 4). Como mencionado
anteriormente, os algoritmos de aprendizagem sdo capazes de “aprender” com o exemplo fornecido e
realizar predi¢des, retornando entao os dados de saida, ou seja, o resultado de cada predi¢ao, como o
deslocamento quimico de um dado atomo (Figura 4). No desenvolvimento de um modelo, a qualidade de
cada predicao para cada objeto (estrutura) é avaliada por métodos estatisticos e comparacdo com os dados
experimentais (erro médio, validacao cruzada, coeficiente de regresséao, dentre outros), compondo a etapa
de treino do problema da predicédo. Ao final, existe a etapa de teste ou validacdo do modelo, momento em
que sua qualidade é verificada (KUHN et a/, 2008).

Na etapa de validagcdo do modelo, objetos externos, ou seja, aqueles que nao participaram da etapa
de treino, sdo apresentados ao modelo e os resultados das predi¢cdes sao analisados estatisticamente mais
uma vez. Um modelo bem treinado é aquele capaz de apresentar bons resultados ao realizar novas predi¢ées,
ou seja, ele mostra que “aprendeu” a partir de exemplos. E justamente neste tipo de situacdo que estao
incluidos os programas de computador desenvolvidos para a predicdo de deslocamentos quimicos que tém
embutidos em sua estrutura algoritmos capazes de utilizar informagdes da geometria e estereoquimica das
estruturas, como foi comentado no final da se¢do Fundamentos Basicos da Representacao de Estruturas
Quimicas no Computador. Estes programas possuem, portanto, descritores estruturais que envolvem
informacgdes 3D e estereoquimica. Apds aprender como funcionam os algoritmos de aprendizagem e como
sdo realizadas as predicoes, é interessante ter conhecimento de como alguns deles sao empregados em
elucidacgao estrutural.

Um importante ramo da IA é a“heuristica’, uma das primeiras técnicas desenvolvidas para predicao
que consiste em um conjunto de regras de tomada de decisdao. Algumas regras sao inseridas pelo especialista
durante o projeto do sistema, enquanto outras sdo inferidas pelo sistema a medida que novos casos sdo
apresentados. Todas as regras sdo sistematicamente armazenadas em um banco de dados. Assim, quando
aparece um problema semelhante, o sistema é capaz de“julgar”qual é o melhor caminho para sua solugao
(STEFANI et al, 2007). O ser humano também é capaz de realizar heuristica na elucidagao estrutural, conforme
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foi mencionado na secdo denominada Estratégias para Elucidacdo Estrutural de Substancias:o Homemea
Maquina, bem como varios softwaresantivirus existentes que detectam coédigos suspeitos.

Outra técnica de predicdo bastante comum em IA sdo as redes neurais artificiais, que compreendem
técnicas computacionaisinspiradas em neurénios biolégicos animais. As redes neurais possuem algoritmos
com a capacidade de simular o funcionamento do cérebro humano através do aprendizado por exemplos,
ou seja, adquirem conhecimento pela experiéncia. Sdo modelos treindveis com a capacidade de armazenar
e processar informacdes. O tipo mais comum de redes neurais encontradas em programas para predicdo
de propriedades, como deslocamentos quimicos de RMN, é a que possui o algoritmo de retropropagacdo
dos sinais de erros (back propagation of errors), um método de aprendizado supervisionado (ZUPAN &
GASTEIGER, 1999). Sua arquitetura inclui varios neurdnios dispostos em camadas: uma camada de entrada
(inpud), onde os dados (por exemplo, os descritores estruturais) sdo inseridos, as camadas intermediarias
onde é realizado o processamento, e a camada de saida (outpud), por meio da qual é retornado o valor da
predicao de uma dada propriedade (Figura 5). O funcionamento de uma rede neural se resume aos estimulos
que sdo dados aos neurdnios de entrada, os quais se propagam para os intermedidrios até se obter uma
resposta na camada de saida, de forma analoga aos neurdnios bioldgicos. As redes neurais tém sido bastante
empregadas em diferentes areas da quimica (ZUPAN & GASTEIGER, 1999), pois por meio delas é possivel
trabalhar com relagdes complexas e nao lineares entre estruturas quimicas e suas propriedades, como no
caso da RMN.

entrada (descritores)

camada
intermediaria

heurbnios
artificiais

saida
(propriedade)

FIGURA5 | Arquiteturade uma rede neural artificial com algoritmo de
retropropagacao para a predicao de propriedades.



A predicdo de propriedades espectrais ainda envolve outros métodos, como o codigo HOSE, as regras
de incremento (ou regras de aditividade) e os métodos baseados em fragmentos. O cédigo HOSE é um
método bem estabelecido que foi descrito por Bremser em 1978 e é muito utilizado em programas para
predicao de deslocamentos quimicos de RMN-'*C. Como néo inclui nenhuma informacdo em 3D, ele nao é
recomendado para predi¢ées de RMN-H. A analise pelo coédigo HOSE inicia-se no atomo cujo deslocamento
deve ser calculado, o chamado atomo central, e avanca uma ligacdo (ou uma esfera) adiante para localizar, em
um banco de dados, o ambiente esférico desse &tomo a uma ligacdo. Se esse ambiente é encontrado, o
cédigo avanga mais uma esfera e repete o processo e assim sucessivamente, como ilustrado para a estrutura
nafigura 6. Ao final, com base nos ambientes encontrados nas nesferas equivalentes a nligagoes, a predicao
do atomo central é realizada. Para realizar predi¢des confidveis, um programa deve possuir um cédigo HOSE
para descrever as vizinhancgas de pelo menos trés esferas de um dado d&tomo central e, portanto, seu banco de
dados deve possuir varias classes de estruturas quimicas armazenadas (Steinbeck, 2003).

FIGURA6 | Exemplo do funcionamento de um cédigo HOSE de trés esferas
em uma estrutura quimica. O 4&tomo central esta envolto por um
quadrado (STEFANI & DA COSTA, 2006).

As regras de incremento, também chamadas de regras de aditividade (additivity rules), foram criadas
para serem embutidas manualmente e compreendem uma das mais antigas metodologias aplicadas na
predicao de deslocamentos quimicos de RMN. Atualmente, os incrementos sdo baseados em equacdes
matematicas expressas em algoritmos que descrevem as contribui¢des de grupos substituintes em cada
atomo de um dado esqueleto, como por exemplo, o que é encontrado nas tabelas classicas de RMN-"*C que
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mostram os efeitos de substituintes em uma molécula de benzeno. Ao longo dos anos, essas regras foram
sofrendo alteracdes e hoje possuem elevado nivel de sofisticagcao, sendo possivel realizar predicoes de
deslocamentos quimicos com alto grau de precisao, em especial para RMN-C, quando contribui¢oes de
efeitos podem ser calculadas para substituintes distantes até quatro ligacdes. Em algumas implementagdes
mais modernas, uma estrutura é decomposta em vdarios subesqueletos e cada um deles se torna a base de
predicdes baseadas em incremento. Atualmente, ja existem mais de 4.000 parametros para RMN (STEINBECK,
2003).

Os métodos baseados em fragmentos compreendem algoritmos especiais de predicao derivados de
bancos de dados contendo estruturas quimicas associadas aos seus deslocamentos quimicos de RMN-'3C.
Para cada 4tomo de carbono de cada estrutura do banco de dados sdo gerados fragmentos centrados em
atomos com um nuimero determinado de camadas concéntricas de um cédigo HOSE. Esses fragmentos e seus
deslocamentos quimicos correspondentes sao armazenados em uma lista especial para os algoritmos de
predicdo. Pararealizar a predicao dos deslocamentos quimicos de *C de uma dada estrutura, inicialmente o
programa seleciona todos os seus possiveis fragmentos, realiza uma busca por fragmentos analogos no banco
de dados e depois atribui aos dtomos de carbono a serem estimados os deslocamentos retirados dos fragmentos
de referéncia. Caso um fragmento nao seja encontrado no banco de dados, o programa faz uma interpolacao
utilizando o fragmento estrutural mais similar disponivel. Os resultados desse procedimento sdo muito bons,
desde que o banco de dados seja grande e diverso o suficiente. Apesar do alto nivel de acuidade nas predicdes,
esse método tem uma desvantagem quando os fragmentos nao possuem informagdes sobre a estereoquimica
(ELYASHBERG et al, 2008).

Sumarizando o que foi discutido nesta secdo, os programas para predicao de deslocamentos quimicos
de RMN podem possuir algoritmos baseados em IA (heuristica, redes neurais), cédigo HOSE, regras de
incremento e métodos baseados em fragmentos, em particular aqueles que trabalham com RMN-"3C. Os
programas que trabalham com RMN-'H devem possuir algoritmos mais elaborados pelo fato de haver efeitos
espaciais que influenciam o deslocamento quimico dos atomos de hidrogénio. Portanto, o desenvolvimento
de programas para predicao de deslocamentos quimicos de 'H é mais dificil (AIRES-DE-SOUSA et a/, 2002;
BINEV & AIRES-DE-SOUSA, 2004).

METODOS ESPECTROSCOPICOS E METODOS /N S/L/ICOPARA
ELUCIDAGCAO ESTRUTURAL

As principais técnicas espectroscépicas utilizadas no laboratério para a elucidacao estrutural de
substancias naturais sao UV, IV, EM e RMN, e, geralmente, os dados espectrais obtidos sao analisados em
conjunto. No ambito da elucidacao estrutural automatizada essas técnicas também sdo importantes e, com
base nelas, varios programas foram desenvolvidos. Tais programas, desenvolvidos para todas as etapas de
elucidacao estrutural automatizada, possuem em sua estrutura interna as metodologias e algoritmos descritos
na secdo anterior, ou mesmo combinacdes desses, originando ferramentas poderosas que propiciam auxilio
inestimdvel aos seus usuarios. Nesta secdo serao discutidas as técnicas de IV, EM e RMN no contexto da
elucidagdo estrutural automatizada, revelando-se as principais potencialidades de cada uma.

Nesse contexto, é importante ter em mente que 0s bancos de dados sdao capazes de armazenar
quaisquer tipos de dados espectrais, espectros ou subespectros, podendo ser facilmente acessados por meio



de ferramentas de busca adequadas. Os geradores de estruturasoperam com dados fornecidos pelo usuario,
como por exemplo aférmula ou massa molecular, ou ainda dados de IV e deslocamentos quimicos de RMN,
além de DEPT e dados de espectros bidimensionais. Entretanto, atualmente a grande maioria das ferramentas
disponiveis opera com predicdo de propriedades e simulacdo de espectros, sendo mais difundidas para
aplicagcbes em produtos naturais e metabolémica, o que também serd discutido a seguir.

INFRAVERMELHO

A espectroscopia no IV é uma técnica analitica muito poderosa largamente usada e com uma vasta
aplicabilidade, tendo maior papel na identificacdo e elucidacao estrutural de substancias organicas, bem
como em analises quantitativas. Os espectros no IV contém informacdes que refletem propriedades de toda
amolécula, descrevendo quais os fragmentos que a constituem e como esses estao arranjados.

A predicdo e interpretacao direta de espectros no IV com métodos ab /nitio de quimica quantica
consomem relativamente muito tempo e, portanto, estdo limitadas a moléculas relativamente pequenas.
Métodos semiempiricos sdo mais rapidos, porém necessitam de escalonamento dos resultados para obter
correspondéncia satisfatéria com os dados experimentais. Alternativas como os sistemas que modelam a
correlagdo entre as estruturas e os dados de espectroscopia no IV, baseados no conhecimento derivado de
dados experimentais sao, portanto, necessarios para transpor essas dificuldades.

Como explicado anteriormente, uma substancia é identificada pela comparacao de seu espectro com
um espectro de um banco de dados. Quando a identificacdo ndo é concluida, devido a constituicdo da
estrutura da substancia ainda nao ser conhecida e nenhum espectro de referéncia estar disponivel, um
especialista tem que extrair caracteristicas estruturais dessa substancia a partir de seu espectro. Essa informagao
é combinada com aquelas obtidas de outros métodos espectroscopicos para permitir a elucidagao da amostra.

Esse processo tem uma grande desvantagem, pois consome muito tempo e consequentemente é
custoso, ndo apenas pelo préprio trabalho de elucidacdo, mas, principalmente, pela larga quantidade de
experiéncia que o especialista tem que acumular para se tornar apto a codificar as caracteristicas estruturais
do espectro. A automacao desse trabalho para aplicagdes rotineiras é, portanto, de grande importancia.

O padrao caracteristico de um espectro IV, particularmente naregiao entre 1.500 e 1.000 cm™, pode
ser usado para a identificacdo confiavel de uma estrutura. Portanto, é facil a automacao da interpretagcdo no IV
e, para tal, existem diversas técnicas que podem ser utilizadas.

As correlagdes entre estruturas e espectros podem ser descritas por regras. Essas regras sao derivadas
pelainvestigacdo cuidadosa de padres espectrais e caracteristicas estruturais que os geram. Varios esforcos
foram realizados para desenvolver sistemas de regras para interpretar automaticamente dados
espectroscopicos (RICARD etal, 1993). Essas podem ser inclusivas ou exclusivas, ou seja, a presenca de um
pico indica a existéncia de um determinado fragmento e a auséncia do pico, consequentemente, indica a
auséncia do fragmento. Esse método trabalha com os picos, portanto é altamente dependente do algoritmo
de selecao de picos aplicado ao espectro. Entretanto, a predicdo automatica de caracteristicas estruturais
baseada apenas nas posi¢des dos picos ndo é muito confiavel.

Outra forma de relacionar estruturas quimicas a espectros é utilizando redes neurais artificiais (ZUPAN
& GASTEIGER, 1991, 1999), nas quais as conexdes dos neurdnios sdo determinadas pelos pesos. Durante o
treinamento a rede neural aprende indutivamente sobre a correlacao entre a estrutura molecular e os dados
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de saida (espectro no IV). Essa relacdo nédo é expressa por uma equacgao, mas pelos valores dos pesos e a
respectivaarquitetura darede neural.

ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A espectrometria de massas (EM) é uma técnica analitica para a investigacdo de uma dada molécula
ou misturas complexas e que tem se desenvolvido de maneira bastante dinamica nos Gltimos anos. Na area
de produtos naturais ela é bastante empregada, pois é de primordial importancia obter a massa molecular de
uma substancia para confirmar sua estrutura em combinacdao com dados provenientes de outras técnicas
espectroscopicas. No ambito da metabolémica de plantas, o emprego de EM acoplada a técnicas de separacao,
tais como cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou cromatografia gasosa (CG), que originou as
técnicas acopladas (ou hifenadas) CLAE-EM e CG-EM, tem sido bastante explorado para auxiliar no processo
de desreplicacdao de matrizes bioldgicas, tais como plantas, microrganismos e organismos marinhos. Por meio
dessa abordagem, as substancias de uma mistura sdo tentativamente identificadas com base na busca em
bibliotecas ou na interpretacao de fragmentacdes conhecidas.

No ambito dos métodos /n silico de elucidacao estrutural envolvendo EM deve ser destacado o
pioneirismo do DENDRAL (ver se¢do Histérico), uma das primeiras tentativas de se criar um programa para
elucidacao estrutural baseado em IA. Neste programa, o uso da EM era feito com base em padrdes de
fragmentacao para se tentar deduzir estruturas quimicas ou com base na predicao de fragmentos estruturais
deisdbmeros. Até hoje os sistemas de elucidagédo estrutural automatizada que possuem médulos de EM sdo
baseados na metodologia usada no DENDRAL. Além disso, a grande maioria das regras de interpretacao de
fragmentacodes presentes nos sistemas atuais foi desenvolvida para dados gerados porionizacdo através de
ionizagcdo por elétrons, quase todas elas desenvolvida nas décadas de 1970 e 1980, incluindo o uso de
bibliotecas com dados de fragmentacdo. Portanto, necessita-se desenvolver novos algoritmos, pois atualmente
o fator limitante é aenorme diversidade molecular e de fragmentos gerados para substancias com estruturas
similares (KIND & FIEHN, 2010).

Uma grande vantagem de se utilizar dados de EM em programas de elucidagao estrutural de produtos
naturais é o fato dos aparelhos de alta resolucdo fornecerem uma acurada relagdo massa carga (/2 de uma
dada substancia desconhecida para que, a partir dessa, 0os programas possam gerar suas possiveis formulas
moleculares e, consequentemente, propor subestruturas (ELYASHBERG et a/, 2010). Existem também programas
capazes de auxiliar a determinagao da formula molecular ou composicao elementar, incluindo a deteccdo de
adutos formados com hidrogénio ou alcalis em técnicas de ionizacéo, tais como ionizacdo quimica, por
electrospray, desorcao por /aser, assistida por matriz, e ionizacdo quimica a pressao atmosférica, além da
determinacao de estados de carga e padrao isotépico em electrospray.Para o calculo de composicao elementar,
existem programas que operam com regras de heuristica, muitos deles desenvolvidos pelas empresas que
fabricam seus préprios equipamentos. Apesar dos enormes avancos das técnicas e equipamentos para EM,
bem como o desenvolvimento de novos programas e aplicativos, ainda ndo existe nenhuma ferramenta
capaz de predizer a probabilidade de formacdo de um determinado aduto com base na estrutura quimica de
uma dada substancia (KIND & FIEHN, 2010).

Atualmente muito esfor¢o tem sido despendido em estudos de bibliotecas de dados e varios algoritmos
de busca tém sido desenvolvidos. O objetivo da busca nessas bibliotecas é encontrar a estrutura correta da
substancia desejada ou obter informacdes parciais a partir de substancias similares. Geralmente é realizada



uma busca por espectros armazenados na biblioteca com base em um dado de um espectro obtido
experimentalmente. Entretanto, deve ser enfatizado que existe o problema da dependéncia do tipo de
técnica e dos espectrometros utilizados, dai o surgimento de varias bibliotecas comerciais desenvolvidas para
determinados instrumentos e condicdes experimentais (KIND & FIEHN, 2010). E por esse motivo que muitos
usuarios elaboraram suas préprias bibliotecas ou se baseiam em padrdes de fragmentacdo de uma série de
substancias andlogas, publicados na literatura. Qutro problema de determinadas técnicas de EM, quando
comparada a outras técnicas espectroscopicas, tais como IV ou RMN, estd relacionado a baixa reprodutibilidade
de seus dados espectrais quando obtidos em diferentes instrumentos em dadas condicées de andlise
(VERPOORTE et al, 2005), o que reflete na qualidade das ferramentas /n sifico derivadas desses instrumentos.

Em suma, o desenvolvimento de métodos /in silicopara elucidacao estrutural de produtos naturais
baseada em EM ainda é limitado e atualmente existem poucos programas que realmente oferecem solucdes
confidveis. Além das bibliotecas de dados espectrais, 0 que se encontra sao apenas alguns programas de
computador que podem ser utilizados sozinhos ou associados a sistemas de elucidagao estrutural automatizada,
0s quais sao capazes de interpretar fragmentacdes pré-estabelecidas. Ainda nao existem algoritmos
desenvolvidos o suficiente para predizer fragmentos e abundancias a partir de uma estrutura a ser fragmentada
através de diferentes modos de ionizagdo. Logo, o desenvolvimento de métodos /in silico para elucidacao
estrutural de substancias baseado em EM ainda é um campo totalmente aberto para pesquisas, cujo estudo
deve ser estimulado.

RESSONANCIA MAGNETICANUCLEAR

A RMN é a técnica espectroscépica mais poderosa para determinacao e elucidagao estrutural. Seus
varios métodos disponiveis oferecem diferentes informagdes sobre a estrutura molecular. Por exemplo,
fornece o estado de hibridizacdo de nucleos, o nimero e a natureza de seus vizinhos, as informacdes sobre
acoplamento entre nucleos vicinais, a quantas ligagdes, um dado par de nucleos esta acoplado e até como
pares de nucleos interagem no espaco.

Em comparagdo com as duas técnicas abordadas anteriormente, a RMN é aquela para qual o maior
numero e diversidade de softwares, sistemas e ferramentas foram desenvolvidos desde os primeiros estudos
sobre elucidacdo estrutural automatizada. Uma vantagem inestimavel da RMN frente as demais técnicas
espectrométricas, em especial a EM, é que o deslocamento quimico de um atomo independe do tipo de
equipamento e da poténcia do campo utilizados. Como consequéncia, essa propriedade pode ser modelada
e regras e algoritmos de predicdo podem ser desenvolvidos, em especial para RMN-3C, em que nao é
envolvida a multiplicidade de sinais, como no caso daRMN-"H, a qual ainda inclui as constantes de acoplamento.
Assim, um conjunto de deslocamentos quimicos pode ser estimado a partir de uma dada estrutura quimica.
Em outra abordagem, como nos programas CASE e sistemas especialistas, apenas a andlise dos dados
experimentais de RMN de uma dada substancia pode fornecer sua estrutura. Logo, a RMN é uma técnica
poderosa na elucidacdo estrutural automatizada.

Atualmente, existem ferramentas /n silicopara elucidacao estrutural baseadas em RMN que empregam
principalmente dados de espectros unidimensionais, porém o uso de dados bidimensionais tem crescido
bastante. Dentre essas ferramentas, existem aquelas que podem ser utilizadas sozinhas ou as que estdo
presentes em sistemas CASE e sistemas especialistas. Dentre as que podem ser operadas sozinhas, ha os
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editores de espectros e as enormes bibliotecas de dados espectrais com poderosas ferramentas de busca. Tais
bibliotecas, ou bancos de dados, por si s6 poderiam ser capazes de realizar rotinas de elucidagdo estrutural,
uma vez que sao capazes de fornecer dados de estruturas, subestruturas, espectros e subespectros. Mas ha
casos onde a capacidade de fornecer dados estruturais pode nao resolver o problema de elucidacdo de uma
dada estrutura e, portanto, outras ferramentas devem estar disponiveis, como aquelas capazes de realizar
predicoes de deslocamentos quimicos (STEINBECK, 2003, 2004; ELYASHBERG, 2010).

As ferramentas que sdo capazes de realizar predi¢des de deslocamentos quimicos e a simulacdo de
espectros de RMN sao muito importantes no processo de elucidacédo estrutural. Estes sdo capazes de gerar
predicdes em um tempo bastante reduzido, na ordem de segundos, inclusive para conjuntos de vdrias
estruturas armazenadas em arquivos SD. Uma ferramenta confidvel é extremamente importante na etapa de
validacgao estrutural, quando ja existem propostas para a estrutura de uma dada substancia (DA COSTA et a/,
2004). Além disso, essa ferramenta passa a ser Util para se obter dados para substancias que ainda nao foram
descritas na literatura ou para aquelas cujos dados experimentais de RMN ainda ndo foram obtidos. Essa
possibilidade também pode propiciar o surgimento de novas ferramentas para auxiliar no processo de
desreplicacdo de matrizes bioldgicas, como no ambito da metabolémica, por exemplo, para a subtracao de
espectros de RMN. Nesse processo, inicialmente, os sinais de espectros de misturas de substancias obtidos
experimentalmente sdo comparados a sinais de espectros simulados de vérias substancias; em seguida, os
sinais dos espectros simulados sao subtraidos daqueles da mistura. No caso de coincidéncia entre o conjunto
de sinais dos espectros simulados com os experimentais, pode-se chegar a determinagdo estrutural de
substancias presentes em misturas complexas sem que estas sejam isoladas, num caso tipico de desreplicacdo
via RMN. Na predicao de deslocamentos quimicos de RMN é utilizada atualmente uma enorme diversidade
de algoritmos, desde os heuristicos aqueles que sdo baseados em IA, como as redes neurais artificiais, além
de outros especiais como as regras de incremento, métodos baseados em fragmentos e codigo HOSE.
Entretanto, deve ser lembrado que esses algoritmos dependem da qualidade dos dados experimentais para
derivarem suas predigoes.

Como consequéncia desta enorme importancia da RMN na elucidacao estrutural de substancias,
atualmente uma enorme gama de ferramentas, sistemas e programas estdo disponiveis aos usudrios para
auxiliar na elucidacao estrutural de produtos naturais.

FERRAMENTAS, SISTEMAS E PROGRAMAS PARA ELUCIDACAO
ESTRUTURAL /N S/LICO

Nesta secdo sao descritas varias ferramentas empregadas na elucidagao estrutural de substancias por
meio de métodos /n silico que, atualmente, estdo disponiveis aos usudrios. Foram selecionadas ferramentas
com diferentes fun¢des, tais como bancos de dados, programas para predicao de propriedades, simulacéo,
processamento e visualizacdao de espectros. Sdo discutidos e avaliados apenas os programas acessiveis aos
usuarios para realizar rotinas de elucidacdo estrutural, excluindo-se aqueles de cunho meramente académico
ou restritos a um pequeno grupo de pesquisadores.

Uma observacao importante a se fazer é que quase todas as ferramentas descritas nesta secao sao
freeware, open sourceou estao disponiveis on-/inena internet. Os programas proprietarios aqui descritos, no
momento da redagdo do texto possuiam licenca valida ou estavam no periodo de avaliacao gratuita. Os



autores ndo estimulam o uso de quaisquer softwaresem a sua devida licenca, pois além de ser crime e lesar
financeira e intelectualmente seus desenvolvedores e distribuidores, trata-se de uma atitude bastante antiética.

Antes de empregar métodos /n silico para elucidacdo estrutural, € sempre importante saber de
antemao sobre algumas funcionalidades e caracteristicas importantes dos programas. Por exemplo, no caso
de predicdes de RMN-'H, uma das recomendacdes principais é avaliar se um dado programa é capaz de
distinguir atomos de hidrogénio de grupos metileno (-CH,-) de sistemas rigidos ou atomos diasterotépicos.
Também é interessante saber se eles sao capazes de realizar predicdes de constantes de acoplamento. No
caso de predicdes de RMN-'3C, recomenda-se verificar se o programa considera estereoquimica e geometria
molecular, parametros dependentes de conformacéo e de configuracdo, se diferencia grupamentos metila
em posicdo cise trans, presenca de substituintes nas posicdes axial e equatorial de ciclo-hexanos, ou se
considera de forma diferenciada duas metilas ligadas a um atomo de carbono de sistema rigido. Outro
aspecto muito importante é verificar quais solventes deuterados estao disponiveis para predicdes de RMN,
por exemplo, deuterocloroférmio (CDCI3) ou outros como deuterometanol ou dimetilsulféxido deuterado.
Salienta-se que a grande maioria dos programas foi desenvolvida para realizar predicdes, considerando as
substancias solubilizadas em CDCI, e que sdo raros os que tratam do deslocamento gerado por solventes
polares nos sinais de determinados nucleos. No caso de EM, deve-se pesquisar se o programa realiza predi¢cdes
para uma determinada técnica especifica ou é generalista.

Resumindo, para saber se um dado programa sera adequado as necessidades, a regra basica e mais
sensata antes de utiliza-lo é investigar e conhecer melhor sobre sua estrutura interna, como por exemplo, seu
banco de dados e os algoritmos implementados. Uma vez selecionado o programa, recomenda-se ler
atentamente as informacdes contidas em seu manual e realizar diversos testes empregando substancias
conhecidas. Se o programa é muito caro, antes de efetuar sua compra recomenda-se solicitar um periodo de
avaliacao.

Para se comparar e consequentemente avaliar a qualidade das predicdes sdo utilizados métodos
estatisticos, seja no caso de predicdes para diferentes estruturas quimicas realizadas com um Unico programa
ou predicdes para uma mesma estrutura realizadas com diferentes programas. No caso de RMN, os métodos
estatisticos mais comuns sao o erro médio absoluto (EMA) e o erro padrdo (EP), conforme as seguintes
equacoes:

s

exp 5pred

2
e EP = Z(éexp_ pred) ,
n n

EMA =

onde dexpé o deslocamento quimico obtido experimentalmente paraum dado nucleoe o;mdé odeslocamento
quimico obtido por predicao para o mesmo nucleo (KUHN et a/, 2008).

Ao utilizar métodos estatisticos como o EMA ou EP, pode-se facilmente avaliar os pontos mais fortes e
mais fracos de um dado programa, como por exemplo a sua capacidade em predizer deslocamentos quimicos
para dtomos do tipo sp3, sp? de ligagcdes duplas, sp? de anéis aromaticos, carbonos quirais, constantes de
acoplamento e assim por diante.
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BANCOS DE DADOS

Nesta secédo serdo apresentados bancos de dados desenvolvidos genuinamente para armazenar
espectros e demais informacdes associadas. Nao serao discutidos os grandes bancos de dados de estruturas
gue associam estruturas quimicas a propriedades moleculares, atividades biolégicas e informacdo quimica,
tais como o NCI/CADD (http://cactus.nci.nih.gov), o ChemSpider (http://www.chemspider.com), o PubChem
(http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) e outros similares, os quais sdo mais apropriados para estudos das areas
de quimica medicinal e quimioinformatica do que elucidacao estrutural.

Specinfo

Desenvolvido pela BASF e adquirido pela empresa alema Chemical Concepts GmbH, o Specinfo é um
dos maiores bancos de dados espectroscépicos existentes, com cerca de 740.000 espectros digitais de mais
de 200.000 estruturas associadas. Esse banco possui dados de RMN, IV e EM dentre outras informacoes
complementares, tais como condi¢des experimentais, constantes de acoplamento e informacoes bibliograficas.
Também possui um editor de estruturas, realiza busca de espectros e de subestruturas por similaridade e
também realiza predicdes de RMN, dentre varias outras funcionalidades. As predicdes de RMN-3C sdo por
c6digo HOSE e métodos baseados em fragmentos. Atualmente a versao on/inedo Specinfo pela internet ja
esta na versao 4.0 (http://specinfo.wiley.com/specsurf/welcome.html) e é acessada pelo SpecSurf (app/et
Java) de dentro de um navegador e em qualquer sistema operacional. O Specinfo também é acessado através
da péagina da internet da editora Wiley-VCH (http://www.wiley-vch.de), que é quem o comercializa, e estd
associado aos dados do CAS (Chemical Abstract Service).

NMRShiftDB

Trata-se de um banco de dados de acesso livre (open access) e de cédigo aberto (open source)
disponivel na internet (http://www.nmrshiftdb.org) que armazena dados de RMN. Foi desenvolvido por um
grupo de pesquisadores de institutos e universidades alemaes, liderados por Christoph Steinbeck. Os usuarios
também podem contribuir, enviando deslocamentos quimicos de RMN de moléculas pequenas e as atribuicdes
submetidas sdo constantemente verificadas por curadores, ou seja, especialistas que realizam o processo de
checagem. Por meio de seus algoritmos especiais, 0 banco permite que o usudrio faga buscas por espectros
ou deslocamentos quimicos, ou obtenha predicdes de espectros ('H e *C). Os dados sao retornados em
porcentagem de similaridade. Ao todo existem 38.746 estruturas e 43.905 espectros (dados de novembro de
2010). Para realizar buscas, cabe ao usuario acessar o site, selecionar o botdo” searcH’e, nos campos apropriados,
entrar com os dados de uma dada substancia. E possivel entrar com varios tipos de dados, tais como
deslocamentos quimicos ou espectros de RMN (formato JCAMP), estrutura quimica (varios formatos de
arquivo), nome quimico ou peso molecular. Também é possivel desenhar a estrutura utilizando o editor
JChemPaint, um app/etintegrado a pagina. Em seguida, o usudrio pode selecionar as modalidades de busca,
como por espectros ou subespectros. Caso o banco ja possua os dados da substancia em questao, esses sao



automaticamente retornados, juntamente, com sua estrutura quimica, espectro e deslocamentos quimicos.
Do contrario, é realizada uma busca e as estruturas associadas aos espectros sdo retornadas juntamente com
aporcentagem de similaridade (Figura 7). Existe ainda a opc¢ao de realizar predi¢des de espectros, o que sera
abordado adiante na secao intitulada Programas, Geradores e Sistemas Especialistas.

Spectral Datags
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FIGURA7 | Telado resultado de busca de espectros de RMN-"*C do
NMRShiftDB a partir de uma estrutura quimica.
CSEARCH

O CSEARCH é um banco de dados com deslocamentos quimicos de RMN-'*C que surgiu como um
projeto académico do pesquisador Wolfgang Robien, da Universidade de Viena (http://homepage.univie.ac.at/
wolfgang.robien/csearch_main.html). Recentemente o CSEARCH passou a ser comercializado no pacote
Know-It-All da empresa Bio-Rade também pode ser encontrado no médulo NMR Predict Desktop da empresa
Mnova, os quais serdo discutidos a seguir. Os algoritmos envolvidos nas predicdes envolvem uma associa¢do
entre um banco de dados, cédigo HOSE, redes neurais e outros modelos computacionais. Caso o usuario
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deseje realizar predicdes gratuitas, basta ler as condi¢des, contatar o pesquisador por e-maile submeter as
estruturas em formato Mol.

KnowiltAll

Trata-se de um banco de dados espectrais proprietario da empresa estadunidense Bio-Rad Laboratories
(http://www.knowitall.com), a qual possui representacao no Brasil (www.bio-rad.com) e convénio com algumas
universidades para seu uso gratuito. Possui cerca de 1,3 milhdes de estruturas e espectros no IV e de RMN.
Atualmente, também podem ser acessados on/ine através do navegador KnowltAll AnyWare. As buscas
podem ser feitas por espectro (formato JCAMP), por estrutura (arquivos Mol, SMILES, entre outros), nome
CAS, férmula molecular, propriedade quimica, dentre outros (Figura 8). Apds a busca ser realizada, uma série
de estruturas é retornada juntamente com diversas informacées, incluindo referéncias bibliograficas. E possivel
visualizar o espectro simulado e seus deslocamentos quimicos em uma tabela.
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FIGURA8 | Telado resultado de busca de espectros do KnowltAll AnyWare a
partir de uma estrutura quimica.
NIST
O NIST (http://www.sisweb.com/ software/ms/nist.htm) é uma enorme biblioteca comercial de dados
de EM, em especial por ionizagao eletronica, incluindo também dados de CG e massa/massa (EM/EM). A
versao de 2008, denominada de NV/ST 08, é fruto de cerca de duas décadas de trabalho. Possui softwarespara



busca de dados de EM que sao capazes de realizar varios tipos de tarefas, tais como visualizacdo, analise e
comparacao de espectros, bem como integracdo com varios formatos proprietarios de diferentes empresas.
O usudrio também pode interpretar espectros e construir sua prépria biblioteca de dados de EM. Em sua
paginadainternet, além de haver vérias informagdes detalhadas sobre como operar as diferentes ferramentas,
o usuario ainda pode pesquisar se os dados espectrais de determinada substancia estao presentes na biblioteca,
sendo que as buscas podem ser realizadas por meio do nome, nimero CAS ou férmula da substancia de
interesse. Atualmente, existe o NIST MS, uma versao gratuita do NIST 08 que é capaz de gerarinformacdes de
subestruturas através de um algoritmo de k-NN que procura por espectros de massas em um enorme banco
de dados.

PROCESSAMENTO EANALISE DE ESPECTROS

Ha alguns anos as empresas que desenvolviam espectrometros disponibilizavam suas préprias
ferramentas para acessar, visualizar e processar espectros, como EM, IV e RMN. Como, geralmente, as licengas
desses programas eram muito caras, o usuario ficava limitado ao uso do computador instalado aos
equipamentos. Essa situacdo comec¢ou a mudar quando surgiram os primeiros editores de espectros gratuitos,
alguns dos quais posteriormente passaram a ser comercializados, porém com os precos de suas licengas bem
mais acessiveis em comparagao com aqueles anteriores. Essas ferramentas foram desenvolvidas basicamente
para o sistema operacional Windowsda Microsoft, havendo uma menor quantidade de material disponivel
para os sistemas Linuxe Mac OS Xda Apple.

A grande maioria, sendo todos os programas, além daqueles para visualizacao de espectros na internet
(applets), trabalham com arquivos em formato JCAMP-DX. O formato JCAMP (Joint Committee on Atomic
and Molecular Physical Data), que armazena arquivos com a extensao .dx, é aberto e padrao internacional. Foi
inicialmente desenvolvido por pesquisadores da Universidade das indias Ocidentais da Jamaica para a troca
de arquivos de espectros no IV de diferentes equipamentos. Atualmente, seu desenvolvimento e suporte
estdo sob os cuidados de um comité especial da IUPAC (http://www.jcamp-dx.org). O JCAMP esta sendo
utilizado até para a troca de arquivos de dados cromatograficos e de EM em técnicas hifenadas. Suporta
arquivos de EM, IV e RMN.

Para visualizar e editar espectros no IV existem algumas ferramentas disponiveis, gratuitas ou comerciais,
como o aplicativo on/ine JSpecView (http://jspecview.sourceforge.net) e o médulo do Essential FTIR (http://
www.essentialftir.com), porém elas ndo serdo discutidas aqui.

Os programas mais populares atualmente para visualizar, processar e analisar espectros de RMN sdo o
SpinWorks e o ACD/NMR Processor, ambos gratuitos, além do Mnova NMR, comercial. Esses programas
oferecem a possibilidade de abrir arquivos “fid”mono e bidimensionais obtidos por espectrémetros de diversos
fabricantes de equipamentos, realizar transformada de Fourier, visualizar espectros, calibrar espectros com
sinais de solventes deuterados, corrigir a fase e a linha de base, realizar expansdes, integrar sinais e medir
constantes de acoplamento de RMN-'H, dentre varias outras fungdes. Além disso, os espectros editados
podem ser armazenados em formato JCAMP-DX e exportados como figura para editores de textos,
apresentadores e outros programas, inclusive para app/etsdainternet.
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ACD/NMR Processor

Até meados de 2010 a licenga deste programa proprietario da empresa canadense ACD/Labs (http:/
/www.acdlabs.com) era paga, sendo que passou a ser oferecido gratuitamente a académicos, bastando baixar
o arquivo de sua pagina da internet. O programa possui todas as funcionalidades comuns para esse tipo de
editor que foram descritas no paragrafo anterior. Oferece ainda a possibilidade de associar uma estrutura
quimica ao espectro para realizar a atribuicdo de sinais de seus &tomos e também gerar relatérios que podem
ser armazenados, dentre outras funcdes. A interface é bem moderna e os menussao intuitivos, o que facilita
o usudrio abrir e editar rapidamente um espectro (Figura 9).
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FIGURA9 | ACD/NMR Processor operando com um espectro de RMN-'H de
uma substancia.

Mnova NVIR

Desenvolvido pela empresa espanhola Mestrel ab Research (http://mestrelab.com), esta ferramenta
multiplataforma evoluiu a partir do MestReC, anteriormente distribuido de forma gratuita pela Universidade
de Santiago de Compostela. Hoje é comercializado como Mnova NMR e sua versao Standard/Liteestéa disponivel
no ChemDraw Ultra 12.0 Suite da empresa CambridgeSoft. Possui vdrias suites e p/ugins que podem ser
instalados a um preco adicional, como o médulo para realizar predicdes de RMN (NMRPredict Desktop). A
empresa criou diferentes versdes para serem instaladas nos sistemas operacionais Windows, Linuxe Mac OS
X. Também possui as mesmas funcionalidades comuns para esse tipo de editor as quais foram,descritas
anteriormente nesta secdo, além da possibilidade de associar uma estrutura quimica ao espectro para realizar
a atribuicao de sinais de seus atomos, comparar diferentes espectros superpostos em série, remover sinais de
artefatos, de impurezas e de solventes, bem como realizar a desconvolucdo e resolucdo de multipletos
sobrepostos.



PROGRAMAS, GERADORES E SISTEMAS ESPECIALISTAS

Nesta secao sao discutidas algumas das ferramentas mais populares que estdo disponiveis ao usudrio,
em especial aquelas para trabalhar com dados de RMN.

ACD/Predictor, -/Elucidator,- /MS Fragmenter, -/MS Processor e -/MS Manager

Estes programas proprietarios sao comercializados pela empresa ACD/Labs. O ACD/Predictor realiza
predi¢coes de deslocamentos quimicos e simula espectros de RMN com diferentes nucleos ('H, *C, N, *F e
31P). As estruturas podem ser desenhadas com o editor gratuito ACD/ChemSketch ou importadas por meio de
uma enorme variedade de formatos. Possui um banco de dados com mais de 420.000 estruturas, cerca de 1,7
milhdes de fragmentos e subespectros, e mais de 4,3 milhées de deslocamentos quimicos, constituindo um
dos maiores bancos de dados comercialmente disponiveis. O software possui uma tabela de fragmentos
estruturais associados a seus respectivos deslocamentos quimicos, o que o torna bastante eficaz. As predi¢oes
sdo baseadas em redes neurais, codigo HOSE, regras de incremento e métodos baseados em fragmentos,
levando em consideracao a estereoquimica, hidrogénios diasterotdpicos e até tautdémeros. Oferece uma
variedade de opcdes de solventes deuterados para realizar predicées de RMN-H e 3C. E um dos poucos
softwares capazes de realizar predi¢des de espectros 2D ("H-"*C e 'H-""N em COSY, HSQC, HSQC-DEPT, HMQC,
HMBC, entre outros) e com a possibilidade do usudrio treinar predi¢cdes com seu préprio conjunto de dados
experimentais. Realiza predi¢des de constantes de acoplamento de RMN-"H e, em uma mesma tela, compara
os espectros, experimental e simulado, de uma dada estrutura, uma vez que o programa também é capaz de
processar espectros de RMN.

O ACD/Elucidator é um dos mais completos pacotes na atualidade para realizar rotinas completas de
elucidacao estrutural de substancias desconhecidas a partir de seus dados espectrais, sendo um genuino
sistema especialista. Possui em sua interface o mesmo banco de dados do ACD/Predictor. Processa os mais
variados tipos de arquivos de espectros no UV, IV, RMN e EM, incluindo os bidimensionais. Realiza todas as
etapas de elucidacao estrutural descritas na secao Metodologias, Técnicas Computacionais e Algoritmos,
como a busca por estruturas e fragmentos em bancos de dados, geracao de estruturas com base em dados
espectrais (IV, RMN) e predi¢cdes de deslocamentos quimicos de RMN. Recentemente, os pesquisadores
envolvidos no projeto de desenvolvimento desse sistema realizaram grandes melhoras no produto e inimeros
detalhes experimentais foram descritos e comentados (ELYASHBERG et a/, 2010).

Além desses programas e de outros relacionados a RMN, a empresa também comercializa trés
aplicativos que operam com espectros de massas: o MS Fragmenter, o MS Processor e o MS Manager. O
primeiro realiza predi¢des de fragmentos de massa a partir de uma dada estrutura quimica e da técnica de
ionizacao selecionada. Seu algoritmo é baseado em regras classicas de fragmentacdo, como em reacdes
quimicas, e que sao consideradas classicas conforme discutido na secao Espectrometria de Massas. O segundo
programa, além de processar espectros de varios fabricantes de espectrometros, também atribui fragmentos
estruturais a picos, relaciona fragmentos estruturais a espectros e possui um algoritmo denominado CODA
(COmponent Detection Algorithm) para atenuar o ruido de espectros. J4 o terceiro serve para processar,
interpretar e armazenar espectros de quaisquer espectrometros, além de possibilitar a elaboracdo de bancos
de dados para consultas posteriores.
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NMRPredict Desktop e MNova MS

O moédulo de predicao destes programas sao p/uginsque podem ser adquiridos aum preco adicional
e incorporados ao processador MNova NMR discutido anteriormente. Na realidade o médulo NMRPredict
Desktop é um programa desenvolvido e também comercializado pela empresa britanica ModGraph Consultants
Ltd. (http://www.modgraph.co.uk) que comercializa o ModGraph. O algoritmo de predicao de RMN *C do
NMR Predict Desktop — e também do ModGraph - é o mesmo do CSEARCH, que em sua estrutura utiliza uma
associacao entre cédigo HOSE e redes neurais, conforme discutido nas secées Metodologias, Técnicas
Computacionais e Algoritmos e Bancos de Dados. Ja o algoritmo para predi¢cdes de RMN-'H incorpora os
esforcos de outros pesquisadores que desenvolveram metodologias diferentes, tais como a parametrizacao
de grupos funcionais e calculos de campos de forca.

O NMRPredict Desktop possui uma GUI moderna e intuitiva. Através dele é possivel importar
estruturas no formato Mol, realizar predi¢cdes de deslocamentos quimicos e simular espectros de RMN
com diferentes nucleos ('H, '*C, °N, °F, 3'P, 7O e #°Si), levando em conta a estereoquimica e hidrogénios
diasterotépicos. Também realiza predi¢cdes de constantes de acoplamento de RMN-'H e, em uma
mesma tela, compara espectros experimentais com os simulados de uma dada estrutura quimica
(Figura 10). Oferece uma variedade de opc¢des de solventes deuterados para realizar predicdes de
RMN-"H. Também é possivel visualizar e exportar para editores de texto uma tabela com os dados das

predicdes efetuadas.
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FIGURA 10 | Asimulacdo do espectro de uma estrutura quimica (espectro
superior) e a comparagdo com seu espectro experimental
(espectro inferior) realizadas pelo NMRPredict Desktop da Mnova.



A empresa também comercializa o Mnova MS para visualizacao, processamento e andlise de espectros
de massas e dados de CG- e CLAE-MS obtidos em equipamentos de varias empresas. As principais
funcionalidades do Mnova MS sao as mesmas dos programas da ACD/LAbs, porém ndo ha a possibilidade de
realizar predi¢ées ou busca em bancos de dados.

ChemNMR

0O ChemNMR, desenvolvido pela empresa suica Upstream Solutions (http://www.upstream.ch), é um
mddulo presente em diferentes versdes do programa ChemDraw, uma poderosa ferramenta para desenho e
edicdo de estruturas quimicas que foi desenvolvida e é comercializada pela empresa norte-americana
CambridgeSoft (http://www.cambridgesoft.com).

Baseado em regras de aditividade, procedimentos de heuristica e pacotes de mecanica molecular,
realiza predicdes de deslocamentos quimicos e simulacdo de espectros de RMN, além de predicao de
constantes de acoplamento de RMN-'H. Opera com estereoquimica, geometria molecular e hidrogénios
diasterotoépicos.

A predicao de deslocamentos de RMN é extremamente simples, bastando selecionar na tela a estrutura
quimica desejada e acionar o comando necessario. Os deslocamentos quimicos sao vizualizados diretamente
na estrutura quimica (Figura 11).
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deslocamentos quimicos de RMN a partir de uma estrutura
quimica.

103



104

HyperChem Professional 8.0

Este programa, desenvolvido pela empresa estadunidense Hyperclube, Inc. (http://www.hyper.com),
possui diferentes versdes e é bastante diferente dos editores de estruturas comuns que foram discutidos
anteriormente. Ele oferece uma gamaimensa de possibilidades para realizar trabalhos mais elaborados com
as estruturas quimicas. Dentre elas, pode-se citar os estudos de quimica quantica e de mecanica molecular,
tais como a otimizagao de estruturas, analise de dinamica molecular, modelagem molecular em geral e
demais funcionalidades como alguns calculos de parametros fisico-quimicos, por exemplo energia de HOMO
(Highest Occupied Molecular Orbital) e LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital). Uma das possibilidades
é a de se realizar predi¢cdes de deslocamentos quimicos de RMN (Figura 12).

Para o célculo, utiliza-se 0 moédulo “Invoke NMR” em “Compute”. Esse médulo também pode ser
obtido separadamente pela pagina http://www.hallogram.com/science/hypernmr/index.html. Nesse, os
espectros de NMR podem ser obtidos em duas etapas sequenciais. Inicialmente, sao calculados o campo
magnético e as constantes de acoplamento dos spinsentre os nucleos para qualquer nucleo selecionado do
sistema molecular, usando uma descricdo de mecanica quantica da estrutura eletrénica. Na segunda etapa,
calcula-se as frequéncias e as intensidades do espectro de RMN entre os resultados da etapa anterior. Além
disso, 0o médulo permite uma variedade de opgdes para visualizar os resultados de cada uma das duas etapas.
O programa realiza a minimizagao de energia para otimizar a geometriaem 3D da estrutura para posteriormente
se obter os valores de RMN. Dependendo do tamanho e da complexidade da estrutura, esse processo pode
ser extremamente custoso se for levado em consideracdo o tempo gasto com o computador, o que pode vir
a ser uma desvantagem. Este software, assim como os demais, abre os arquivos codificados das estruturas em
varios formatos: .hin do préprio software, .skc do Symyx Draw, .mol da MDL, .mol2 da Tripos e .pdb, dentre
outros.
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FIGURA 12 | HyperChem Professional 8.0 e o médulo /nvoke NMRque calcula
as predi¢cdes de deslocamentos quimicos de RMN de uma
estrutura quimica.



Spartan 08

Desenvolvido pela empresa estadunidense Wavefunction, /nc. (http://www.wavefun.com), sua
estrutura e funcdes sdo bastante similares as do HyperChem Professional, descrito anteriormente.
Essa versdo calcula os deslocamentos quimicos de carbono e de préton a partir de modelos Hartree-
Fock e DFT. Assim como HyperChem, o tempo computacional do Spartan ‘08 também pode ser alto
dependendo do tamanho e complexidade da estrutura. Entretanto, realiza estudos minuciosos com as
estruturas quimicas em 3D. Como exemplos, podem-se citar cadlculos de energia, equilibrio de
geometria, geometria do estado de transicdo, analise conformacional, espectros no IV e de UV-visivel,
dentre outros. Esse programa também reconhece diversos formatos de arquivos como o .spartan,
.mol, .pdb e .mol2.

Além do espectro obtido graficamente (Figura 13), pode-se obter os valores de deslocamentos
quimicos, tabelados dentro do arquivo da molécula no formato .spartan, os quais podem ser copiados e

transferidos para uma tabela.
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FIGURA 13 | Telado Spartan‘08 e predicoes de deslocamentos quimicos de
RMN obtidas por calculos ab initioa partir de uma estrutura
quimica.
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SPINUS-WEB

Esta ferramenta proprietaria online e de acesso livre na internet (http://www.dg.fct.unl.pt/spinus)
realiza predi¢des de deslocamentos quimicos, simula espectros de RMN-"H e estima constantes de acoplamento.
Foi desenvolvida sob a lideranga do pesquisador portugués Jodo Aires de Sousa, da Universidade Nova de
Lisboa, e implementada em linguagem Java, sendo versatil, facil de operar e bastante confiavel (BINEV &
AIRES-DE-SOUSA, 2004).

O usudrio pode desenhar a estrutura no editor Marvin Applet (Figura 14) ou importa-la em vérios
formatos. Em seguida, basta pressionar o botao “Predict full proton NMR spectra” para obter os resultados
(Figura 15). Os calculos das predigdes sdo baseados em redes neurais e realizados com as estruturas 3D cujas
coordenadas sdo previamente geradas no servidor por intermédio de um programa especifico, 0 CORINA, da
empresa alema Molecular-Networks (http://www.molecular-networks.com). Apesar do algoritmo ser
relativamente simples e do programa ser de acesso livre, o SPINUS-WEB é uma poderosa ferramenta para
realizar predi¢bes que considera a estereoquimica, prétons ~CH_- diasterotépicos e rigidos de anéis. As
instrucdes para utilizar essa ferramenta bem como dados adicionais estdo disponiveis em sua propria pagina
dainternet.

Como resultados, além das predi¢des, o usudrio também obtém as estruturas em 2D e 3D, que sao
visualizadas e editadas com o p/ug-inMDL Chime (hoje da Accelrys-Symyx), o qual deve estar previamente
instalado no navegador. Sdo obtidas também duas tabelas, uma com os deslocamentos quimicos e outra com
as constantes de acoplamento em Hz, além do espectro simulado (Figura 15). Tanto as tabelas como o
espectro podem ser importados e armazenados como arquivos de texto (.txt) e JCAMP-DX (.dx),
respectivamente.
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FIGURA 15 | Resultado das predicdes realizadas com o SPINUS-WEB,
mostrando uma lista com os deslocamentos quimicos (parte
superior a direita), as estruturas 2D e 3D (no topo, ao centro e a
esquerda) e o espectro de RMN-"H simulado (parte inferior).

NMRShiftDB

O modulo de predicdo do banco de dados NMRShiftDB é baseado em cédigo HOSE para estimar
deslocamentos quimicos de RMN-'3C, embora também possa estimar deslocamentos de outros nucleos,
incluindo prétonsem CDCI3, porém utilizando um outro algoritmo (STEINBECK et a/, 2003).

Estando na pagina dainternet da ferramenta, basta o usuario selecionar o botao“Predict’, carregar a
estrutura no formato apropriado ou desenha-la em um applet Também é possivel selecionar quantas esferas
do cédigo HOSE deverao ser utilizadas na predicdo. Apds os calculos, além da estrutura utilizada para as
predicdes e seu respectivo espectro simulado, os deslocamentos quimicos calculados e alguns dados estatisticos
sao fornecidos em uma tabela (Figura 16). E possivel saber, por exemplo, quantas esferas do cédigo HOSE
foram utilizadas nas predigdes.
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FIGURA 16 | Resultado da predicao de deslocamentos quimicos de RMN-'3C
de uma estrutura quimica realizada com o NMRShiftDB,
apresentando a estrutura (a esquerda, ao topo), o espectro
simulado (a esquerda, embaixo) e a tabela com os deslocamentos
(a direita).

SISTEMAT

O sistema especialista SISTEMAT foi desenvolvido por um grupo de pesquisadores brasileiros para a
elucidacéo estrutural de produtos naturais e utiliza, especialmente, dados de RMN *C. Entre os resultados
fornecidos pelo sistema, os fragmentos estruturais e o provavel esqueleto da estrutura sao frequentemente
apresentados com elevados indices de acerto. O sistema é executado em plataforma Windows ou DOS,
ambos da Microsoft. Foi concebido originalmente em linguagem FORTRAN e a seguir em PASCAL para
melhorar a interface com o usudrio.



O banco de dados do SISTEMAT é extremamente compacto, onde 3.000 estruturas quimicas ocupam
um espaco menor de 1,0 MB. O sistema é formado por diversos médulos, dentre eles o DATASIS, que executa
a insercao de dados no banco; SISBOTA e SISTAX, que realizam a andlise e extracdo de dados botanicos;
REGRAS e SISCONST, que sao responsaveis pela busca de dados espectrométricos (GASTMANS et al, 1990). O
SISCONST trabalha com dados de RMN 3C e utiliza-os para procurar por subestruturas compativeis com o
espectro problema.

METODOS /N S/L/ICOPARA ELUCIDACAO ESTRUTURAL DE
SUBSTANCIAS: APLICACOES EM PRODUTOS NATURAIS E METABOLOMICA

Nesta secdo serdo descritas aplicacdes de métodos /n sifico para elucidacao estrutural de substancias
na area de produtos naturais e metabolémica envolvendo estudos de caso.

Na area de produtos naturais, a aplicacdo de métodos /in silicocomo ferramenta para a elucidagao
estrutural de substancias tem crescido bastante e os métodos empregados tem evoluido. Ha alguns anos,
passou a ser comum realizar modelagem molecular por meio do célculo de campos de forca e estudos
conformacionais com algumas estruturas. Os resultados desses estudos de dindmica e mecanica molecular
eram aliados a dados experimentais de RMN, como por exemplo NOE e constantes de acoplamento, no
sentido de auxiliar na determinacao da estereoquimica relativa e estabelecer a conformacdo de algumas
estruturas (SPRING eral/, 2001). Relativamente simples, essa pratica tem sido realizada até os dias de hoje e
trazido bons resultados, sendo que para tal existem varios programas e pacotes disponiveis, como o préprio
Hyperchem (secao Programas, Geradores e Sistemas Especialistas). Existem, atualmente, trabalhos similares
de mecanica quantica envolvendo cdlculos tedricos de deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento
(CONTRERAS etal, 2009), enquanto que na EM ela tem auxiliado no estudo dos processos quimicos envolvidos
em fragmentagdes (VESSECCHI et a/, 2008).

Recentemente, o interesse dos quimicos de produtos naturais por bancos de dados espectrais e
programas para realizar predi¢des e simulagdes de espectros tem aumentado, estimulando a academia e as
companhias do setor a suprirem tais necessidades. Atualmente, a oferta de ferramentas para auxilio a elucidagao
estrutural por meio de métodos /n silicotem sido consideravel e tanto a comunidade cientifica como o setor
empresarial que realizam rotinas de elucidacdo de estruturas passaram a aceita-las com mais naturalidade. O
grande gargalo ainda continua sendo a caréncia de bons geradores de estruturas, os quais, a partir de dados
espectrais, fornecem propostas convincentes de estruturas ou subestruturas, ou mesmo sistemas CASE
generalistas, funcionais e totalmente automaticos. Embora varias publicacdes académicas a respeito deste
tema tenham surgido, os produtos ainda nao podem ser publicamente testados e tampouco comercializados
(STEINBECK, 2004; ELYASHBERG et a/, 2010). Deve ser lembrado que um quimico de produtos naturais nao
esta encarregado de desenvolver algoritmos ou aplicativos para elucidacdo estrutural, mas sim gerar e fornecer
dados e suporte para que essas ferramentas possam ser cada vez mais aprimoradas.

Na drea de metabolomica de plantas a situacao é diferente, pois as ferramentas realmente necessarias
sao as mais dificeis de serem desenvolvidas, havendo muito poucas disponiveis. O grande desafio nos estudos
de metabolémica é trabalhar com matrizes bioldgicas contendo misturas complexas de metabélitos. Logo, as
ferramentas /n silico para auxilio a desreplicacao e elucidacao estrutural nestes estudos devem considerar
esse fato.
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A andlise metaboldmica propriamente dita ainda é inviavel, pois seu objetivo é detectar e quantificar
todos os metabélitos em um organismo. Segundo alguns autores (VERPOORTE et a/, 2005), os estudos de
metabolomica podem ser classificados basicamente em trés grupos: aqueles que utilizam métodos
cromatograficos (CLAE e CG), os que sdo baseados em peso molecular (EM) e os que se valem de caracteristicas
fisicas (RMN), cada qual com suas vantagens e limitagdes. Os objetivos desses estudos podem ser variados,
por exemplo com foco na identificacdo de uma determinada classe de substancias em um organismo
(metabolic profilig), ou andlise da impressao digital de metabdlitos em um organismo sem se preocupar com
sua identificacdo (metabolic fingerprinting). A combinacdo de diferentes métodos, como as técnicas hifenadas
CLAE-EM e CG-EM, também é bastante empregada, ao passo que a CLAE-RMN ainda é pouco usada
(VERPOORTE et a/, 2005; VAN DER KOOY, 2009). Tais caracteristicas dos estudos de metabolomafazem com
gue o desenvolvimento de métodos /n silicopara elucidagao estrutural seja realmente um grande desafio.

Nesse contexto, com relagcdo a EM, atualmente tem-se tentado associar ferramentas de predicao de
fragmentacdes de estruturas a bancos de dados, mas como foi descrito na secdo denominada Espectrometria
de Massas, ainda ha pouco material confidvel disponivel, sendo que ao usuario restam praticamente os
bancos de dados, os quais sao bastante utilizados em metabolémica.

No caso de RMN, conforme discutido na secdo Ressonancia Magnética Nuclear, tem havido interesse
em desenvolver ferramentas capazes de realizar a subtracdo de espectros simulados daqueles obtidos
experimentalmente de misturas, o que é muito importante em estudos de metaboloma. Por exemplo,
substancias comuns como acidos organicos do ciclo de Krebs, aminodacidos e carboidratos ja sao facilmente
identificados em matrizes biolégicas com base em seus deslocamentos quimicos. Uma outra abordagem
interessante seria, a partir dos sinais de RMN de uma mistura, gerar estruturas compativeis e obter seus
respectivos espectros simulados para em seguida subtrai-los sucessivamente do espectro da mistura. Entretanto,
ferramentas com essa finalidade ainda nédo estao disponiveis. Os maiores problemas quando se utiliza RMN-
'H para a identificacdo de substancias sdo a sobreposicdo de sinais e os seus multipletos, o que congestiona
demais os espectros. Nesses casos, inicialmente os dados espectrais sdo extraidos e analisados por métodos
quimiométricos ou de estatistica multivariada, tais como Analise dos Componentes Principais (PCA) ou regressao
por Minimos Quadrados Parciais (PLS), com intuito de reconhecer padrdes e encontrar sinais discriminantes
para alguns marcadores e, portanto, poder comparar grupos de amostras com base em seus constituintes.
Embora os sinais de RMN-"3C sejam cruciais para a determinacao estrutural, fornecendo o esqueleto basico
das estruturas, o problema passa a ser baixa sensibilidade e os longos tempos de relaxa¢ao. Assim, no caso de
RMN em metabolomica, o uso de experimentos bidimensionais como COSY, TOCSY, J-RES, HSQC e HMBC séo
bastante importantes (VAN DER KOQY, 2009). Entretanto, mesmo com todo esse aparato, ainda ha limitagdes.

Em suma, atualmente o que mais ha em oferta para estudos de metaboloma sao as ferramentas /n
silico que dao suporte a desreplicacao e analise de dados, tais como bancos de dados e softwares para
manipular dados, realizar o processo de desconvolugao e andlises estatisticas, quimiométricas ou outras
técnicas de modelagem. Uma drea que necessita evoluir mais e que pode ser uma grande aliada dos métodos
de desreplicacao é a predicao de tempos de retencao cromatograficos para CLAE e CG, realizada por meio de
estudos de QSRR (Quantitative Structure-Retention Relationship). Utilizando descritores estruturais
diversificados e métodos de predicdo com base em IA (ver item intitulado Metodologias, Técnicas
Computacionais e Algoritmos e Figura 4), a QSRR tem funcionado bem para a geracdo de modelos de
predicdo de tempos de retencao de estruturas analogas e congenéricas, porém ainda tem deixado a desejar
no caso de predicao para estruturas diversas. Modelos de QSRR sdao importantes e podem auxiliar na
desreplicacdo, por exemplo, ao gerar tempos de retencdo de estruturas oriundas de bancos de dados virtuais
ou das que sdo propostas a partir de dados experimentais de EM ou RMN. Assim, os tempos de retencao
experimentais provenientes de CLAE-EM e os calculados por QSRR podem ser comparados e as estruturas
cujos tempos estiverem muito fora de uma janela preestabelecida podem ser descartadas. Um outro aspecto



gue deixa a desejar na area de QSRR é que a maioria dos trabalhos sdo académicos e os dados nao sao
disponibilizados para validacdo em sistemas de acesso livre ou comerciais (KIND & FIEHN, 2010).

Como o emprego de ferramentas /n silico para elucidagao estrutural de substancias em estudos de
metabolOmica ainda carece de evolucao, nesta secdo optou-se por demonstrar, por intermédio de estudos de
caso, uma das etapas da elucidacdo estrutural que atualmente tem sido mais difundida na comunidade de
produtos naturais: a predicao de dados espectrais.

Foram selecionadas duas estruturas para revelar o potencial de predi¢do de alguns programas comentados
anteriormente (secdo Programas, Geradores e Sistemas Especialistas) e os resultados obtidos sdo apresentados
a seguir. Nesse estudo de caso, a intencao é revelar ao leitor a capacidade de cada programa em executar as
predicdes, bem como demonstrar como pode ser realizada uma avaliacao de resultados. De forma alguma os
autores estao preocupados em apontar qual é o melhor ou pior programa pois, para tal, outros tipos de analises
deveriam ser realizadas e uma gama enorme de deslocamentos quimicos deveria ser estimado.

Para realizar as predi¢des, foi selecionada a estrutura de uma lactona sesquiterpénica do tipo
guaianolido e a de um diterpeno do tipo pimarano, as quais possuem elevado grau de complexidade
estrutural, contendo centros quirais, hidrogénios diasterotépicos -CH,-, fusao de anéis e nicleos com
diferentes graus de hibridizacdo (Figura 17), além de terem seus dados de RMN publicados na literatura.
Estas duas estruturas pertencem a classes de metabdélitos secundarios que sdo encontradas em plantas
medicinais e que possuem importantes atividades farmacoldgicas, sendo o guaianolido um anti-
inflamatério (SCHORR et a/, 2002) e o pimarano antiespasmoédico (AMBROSIO et a/., 2005),
antimicrobiano (PORTO et a/, 2009) e tripanocida (AMBROSIO et a/, 2008). Para a lactona
sesquiterpénica foram avaliados os resultados da predicao de deslocamentos quimicos de RMN-'H
(SCHORR et al, 2002) e para o acido entpimaradiendico foram avaliados os resultados da predicdo de
deslocamentos quimicos de RMN-'3C (MATSUO et a/, 1976). A selecdo das predi¢des de RMN-"H e *C
para essas duas estruturas foi feita com finalidade didatica pois, neste estudo de caso, cada uma das
duas modalidades de RMN é mais adequada e, portanto, mais informativa, para cada uma das estruturas
em questao.
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FIGURA 17 | Estruturas quimicas dalactona sesquiterpénica do tipo
guaianolido (a esquerda) e do diterpeno acido ens
pimaradiendico (a direita).
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Os resultados das predi¢cdes de RMN para ambas as estruturas, utilizando programas de computador,
foram comparados aos respectivos deslocamentos quimicos experimentais através do erro médio absoluto
(EMA) descrito anteriormente (secdo Ferramentas, Sistemas e Programas para Elucidacao Estrutural /n
Silico). Como ferramentas para as predi¢cdes de RMN-'H foram utilizados o SPINUS-WEB e os médulos de
predicdo do ChemDraw, MNova, HyperChem Professional 8.0 e Spartan '08. Para as predicdes de RMN-'3C
foram utilizados os modulos de predicdo do NMRShiftDB, ChemDraw, MNova, HyperChem Professional 8.0
e Spartan '08.

Os deslocamentos quimicos experimentais, publicados na literatura e aqueles obtidos nas predicoes
de RMN-"H, estdo inseridos na Tabela 1, enquanto que os de RMN-*C encontram-se naTabela 2. Na ultima
linha de cadatabela estdo os respectivos EMA calculados.

Com base nas analises realizadas neste estudo de caso, o programa SPINUS-WEB foi o que obteve
melhor desempenho para predicées de RMN-H (Tabela 1), enquanto o NMRPredict Desktop da MNovafoi
o melhor para predi¢ées de RMN-"*C (Tabela 2). Nas duas tabelas pode-se observar ainda, para qual, tipo de
nucleo de cada estrutura foram obtidas as melhores predi¢des realizadas por cada ferramenta. O que pode
ser analisado a partir dos resultados é que, em geral, os métodos, utilizando calculos quanticos, obtiveram
erros maiores do que os outros métodos, principalmente nos dados de RMN-'3C para os nucleos com
hibridizagdo sp*

Os métodos quanticos levam em conta a rotacao e a vibracao das moléculas que sao calculados a
partir da geometria e tém influéncia direta nos dados de RMN, como também as forcas intermoleculares e
o efeito do solvente. Todos esses fatores devem ser considerados além do método ab initio escolhido,
sendo ainda fatores limitantes a memaria da maquina e o tempo computacional. Nesse estudo, o método
ab initioempregado foi o Hartree-Fock com a base 6-31G* para o HyperChem e o Spartan, utilizando-se um
microcomputador com processador /nte/ Core 2 Duo com 1,86 GHz e 2,0 GB de memédria RAM. Foram
gastas, aproximadamente, cinco horas para realizar o calculo de cada estrutura. No programa HyperNMR foi
utilizado o método semiempirico TNDO/2 (Typed Neglect of Differential Overlap) para os calculos das
propriedades eletrénicas. Esses métodos estdo sendo constantemente pesquisados e modificados para
melhor predizerem propriedades moleculares, incluindo os valores de RMN, utilizando um menor custo
computacional.

Um ponto importante a ser destacado nas predi¢des de deslocamentos quimicos de RMN-'H do
guaianolido (Tabela 1) é que em todas elas os dois pares de hidrogénio metilénicos geminais H13a/H13b
e H3'a/H3’b foram diferenciados, assim como hidrogénios diasterotopicos H9a/H9b. Nesses trés pares de
hidrogénios, o destaque é que seus valores experimentais em alto e baixo campos tiveram seus valores
correspondentes preditos na mesma ordem. Os hidrogénios das duas metilas alilicas H14 e H15, com
deslocamentos quimicos experimentais idénticos, tiveram predi¢des bastante razodveis. A atribuicdo do
H8 é sempre problematica em lactonas sesquiterpénicas e, nesse estudo de caso, apenas o SPINUS-WEB
teve um bom desempenho. O par H5/H7 nesse tipo de guaianolido possui deslocamentos quimicos bem
proximos e os resultados foram melhores para o SPINUS-WEB e o ChemDraw. Chama atencao o fato de que,
embora a maioria das predi¢des tenham sido satisfatérias, o erro médio absoluto calculado para o SPINUS-
WEB (A = 0,14 ppm) foi cerca de duas a trés vezes menor do que os erros do ChemDraw (A = 0,36 ppm),
MNova (A = 0,43 ppm) e Spartan (A = 0,48 ppm), e mais de cinco vezes menor que o do HyperChem (A=
0,77 ppm).



TABELA 1 - Deslocamentos quimicos de RMN-'H experimentais® e calculados para o guaianolido e as
diferencas (A) entre os dados experimentais e os calculados (valores em ppm).

5 354 384 344 364 280 37 030 0,10 0,10 074 0,16
6 409 545 405 435 361 504 136 004 026 048 095
7 315 368 334 304 211 257 053 019 011 104 058
9. 274 238 208 229 194 141 036 066 045 080 1,33
op 286 264 233 262 256 208 022 053 024 030 078
13a 555 547 558 565 58 655 008 003 010 028 100
14 235 196 171 225 224 141 039 064 010 011 094
15 235 196 171 223 228 270 039 064 012 007 035
3a 507 648 615 606 701 537 051 018 009 104 059
4 186 201 193 187 19 130 0715 007 001 008 056
EMAP - E = = = = 043 036 0,14 048 077

2dados experimentais = Exp (SCHORR et al, 2002); Mno = NMR Predict Desktop da Mnova, Cdr=ChemNMR
do ChemDraw; Spi = SPINUS-WEB; Spa = Spartan '08; Hyp = HyperChem Professional 8.0; "(EMA = erro médio
absoluto em ppm.

As predicdes para deslocamentos quimicos de RMN-*C, de modo geral, também foram boas,
destacando-se o MNova e o NMRShiftDB com os menores valores para o EMA, seguido de perto pelo
ChemDraw. Cada um desses trés programas apresentou pelo menos um valor de erro elevado para um
nucleo: o MNova para o C5 (A = 5,0 ppm), o NMRShiftDB para o C7 (A = 8,6 ppm) e o ChemDraw para as
metilas C18 e C20 (A = 8,4 e 7,2 ppm, respectivamente). Os valores de erro préximos a +10,0 ppm sao
considerados elevados para predicdes de RMN-'3C e aqueles préximos a +1,0 ppm sdo considerados excelentes.
Segundo esse critério, 60% dos deslocamentos preditos pelo MNova e NMRShiftDB ficaram entre £1,0 ppm,
enquanto que o ChemDraw ficou com 45%. Conforme mencionado anteriormente, a causa dos valores de
erros mais elevados do Spartan e do HyperChem foi devido as predi¢des pouco satisfatorias para os nucleos
com hibridizacdo sp?.
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TABELA 2 - Deslocamentos quimicos de RMN-"*C experimentais® e calculados para o diterpeno e as diferencas
(A) entre os dados experimentais e os calculados (valores em ppm).
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5 354 384 344 364 280 37 030 010 010 074 016
6 409 545 405 435 361 504 136 004 02 048 095
7 315 368 334 304 211 257 053 019 011 104 058
9u 274 238 208 229 194 141 036 066 045 080 133
9 286 264 233 262 256 208 022 053 024 030 078
13a 555 547 558 565 58 655 008 003 010 028 100
14 235 19 1,71 225 224 141 039 064 010 011 0%
15 235 19 1,71 223 228 270 039 064 012 007 035
3a 597 648 615 606 701 537 051 018 009 104 059
4 186 201 193 187 194 130 015 007 001 008 056
EMAP - - 043 036 014 048 077

adados experimentais = Exp (MATSUO et a/, 1976); Mno = NMR Predict Desktop da Mnova; Cdr=ChemNMR
do ChemDraw; Nmr = NMRShiftDB; Spa = Spartan '08; Hyp = HyperChem Professional 8.0; "EMA = erro médio
absoluto em ppm.

CONSIDERACOES FINAIS

Os recentes avangos tecnoldgicos da drea de informatica possibilitaram o desenvolvimento de
computadores mais potentes que processam experimentos mais rapidamente, além de bancos de dados
espectrais cada vez maiores, o desenvolvimento de algoritmos mais poderosos e uma maior acuidade nos
resultados. Essa combinacao de fatores tem possibilitado que a area da elucidagédo estrutural, auxiliada por
computador, se desenvolva consideravelmente tanto na academia como nas empresas e que novas ferramentas
estejam constantemente disponiveis aos usuarios.

Atualmente, é bastante facil o acesso a algum programa computacional ou aplicativo que possa
auxiliar o usudrio no processo de elucidacao estrutural, seja ele de cédigo aberto ou proprietario, alguns
muitas vezes disponiveis on /ine na internet. Destaca-se alta velocidade de obtencédo de resultados e ao
aumento de sua acuidade. Entretanto, ainda ndo existe um programa que possa ser empregado com sucesso
em todos os casos, pois cada um deles possui suas vantagens e desvantagens, havendo sempre a necessidade
dainterferéncia do usuario, que deve estar apto a identificar qual deles é mais apropriado para resolver seu
problema.

O resultado dessa situacdo é que a area de produtos naturais tem sido altamente beneficiada, em
especial no que concerne a edicdo de espectros, qualidade de bancos de dados, predicao de propriedades e



simulacao de espectros. Ja a pesquisa em metabolémica ainda enfrenta alguns desafios, em especial com
relacdo a analise e integracdo de dados. Em ambos os setores os gargalos sao a caréncia de bons geradores
estruturais e a necessidade do desenvolvimento de novas ferramentas para realizar predi¢des para EM.

Um grande desafio para os préximos anos é uma maior interacdo entre o profissional da area de
produtos naturais e os desenvolvedores de softwarespara que, a partir do conhecimento atual e do estado da
arte em suas respectivas areas, se propicie o desenvolvimento de sistemas cada vez mais rapidos e eficientes
- e de preferéncia com pouca interferéncia do usuario — para a elucidagdo estrutural de substancias de
origem natural cada vez mais complexas, além de encarar-se de vez as misturas presentes em matrizes
bioldgicas.
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ANALISES DE PRODUTOS DE ORIGEM
NATURAL POR CLAE-RMN

Carlos Alexandre Carollo
Daniel Pecoraro Demarque

INTRODUCAO

Ao se trabalhar com extratos vegetais, uma
fonte promissora de novas moléculas bioativas, o
grande objetivo é a separacdo e identificacdo de seus
constituintes (WOLFENDER et al, 1997). O interesse
nestes extratos se baseia na diversidade e
variabilidade estrutural de seus componentes,
contudo estas caracteristicas tornam as amostras
complexas e de dificil elucidacao (EXARCHOU et a/,
2005). Visando diminuir essas limita¢des, o avango
da pesquisa na area de produtos naturais esta
intimamente ligado com o desenvolvimento de
técnicas aprimoradas de separacao, andlise e
identificacdo destas moléculas (PHILLIPSON, 2003).
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Diversas técnicas ja estdo consolidadas e sdo amplamente utilizadas no processo de caracterizacdo de
extratos vegetais (CROTTI ez a/, 2008). InUmeras publicagdes podem ser encontradas na literatura a respeito
das técnicas tradicionais de fracionamento dos extratos, em que os constituintes sdo separados e isolados e,
posteriormente, caracterizados por técnicas espectroscopicas e espectrométricas (EXARCHOU et a/, 2003).

Dentro desse cenario, a utilizacao de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ganha cada vez
mais espaco e aplicacdo, visto que garante a separacao eficiente dos componentes do extrato e possibilita sua
determinacdo quantitativa. Deve-se levar em consideragao, no entanto, que o monitoramento da separagao
pelos métodos usuais como ultravioleta, fluorescéncia e espectrometria de massas ndo dispde informacdes
suficientes a respeito da estrutura quimica dos componentes da mistura (WOLFENDER et a/, 1997; WOLFENDER
et al, 2001).

Dentre as técnicas espectroscopicas que possibilitam a elucidagao estrutural completa de moléculas,
aressonancia magnética nuclear (RMN) é a mais importante, principalmente para identificacdo de substancias
desconhecidas (HOLZGRABE et a/, 1998; HICKS, 2001; HARVEY, 2007), por fornecer um grande nimero de
informacdes estruturais, tais como diferencas entre substancias com mesma massa ou férmula molecular,
deslocamentos quimicos caracteristicos, multiplicidade (a interacdo entre os nucleos vizinhos) e integrais,
além de ser uma técnica ndo destrutiva (CORCORAN et a/, 2003). A andlise classica por RMN exige prévia
separacdo de seus componentes, normalmente realizada pela demorada e nem sempre efetiva técnica de
coluna cromatografica classica (CCC) (LAMBERT et a/, 2005), sendo as fragdes puras, posteriormente secas,
solubilizadas em solvente deuterado, para assim serem submetidas a andlise (ALBERT, 2002; STAERK et a/,
2009).

Uma saida interessante para esse problema é a utilizacdo de técnicas “hifenizadas”, isto é, a
combinacao de técnicas de analise, que podem ser a perfeita associacdo no estudo de misturas complexas
provenientes de produtos naturais (WILSON ez a/, 2003). A cromatografia liquida, acoplada com
ressonancia magnética nuclear, vem ganhado destaque, principalmente a partir das tultimas duas décadas
(EXARCHOU et al, 2005). As primeiras tentativas foram realizadas na década de 1970, as quais contribuiram
muito para o desenvolvimento da técnica (KEIFER, 2003), uma vez que a baixa sensibilidade e altos
custos desses experimentos iniciais despertaram para a necessidade de melhorias na construcao dos
campos magnéticos, sondas e na interface de solventes entre CLAE e RMN. Com os recentes avangos, a
técnica ja vem sendo utilizada como uma importante ferramenta na pesquisa de produtos naturais
(BOBZIN et al, 2000; WOLFENDER et a/, 2000; DALLUGE et a/, 2001; QUEIROZ et a/, 2002; CORCORAN
et al, 2003; MILIAUSKAS et al., 2005; SANDVOSS et al., 2005; SCHNEIDER et a/, 2005; GAO et al,, 2010),
produtos farmacéuticos em geral (PENG et a/, 1999; MUTLIB et a/, 2000; FENG et al, 2001; BORLAK et
al, 2003; GODEJOHANN et a/, 2004; PAULI et a/, 2005; PAN et al., 2006; WU et al, 2007; KESTING et a/,
2010; PROVERA et al, 2010), alimentos (CHRISTOPHORIDOU et al., 2005; SUGIMOTO et a/, 2006) e em
diversas outras dreas de pesquisa (PUSECKER et a/, 1999; DUARTE et a/, 2005; HILLER et a/, 2005; WEBB,
2005; BLECHTA et al., 2006; SILVA et al., 2006; BLECHTA et a/, 2007; PREISS et al,, 2007; SKOGERSON et
al., 2009).

A combinacao de CLAE-RMN representa umaimportante economia de tempo na andlise de extratos
brutos (IWASA et al, 2008), descoberta de novas substancias (SANDVOSS era/, 2001; HARVEY, 2007; DAl et



al, 2009) e no processo de desreplicacao (ALALI er a/, 2008), em que substancias indesejaveis ou sem
interesse podem ser identificadas rapidamente, ndo perdendo, assim, esforcos intteis com seu isolamento
(BRINGMANN et a/, 1999; BOBZIN et a/, 2000).

As diversas inovacdes que tentam consolidar as duas técnicas estdo principalmente ligadas a resolucao
de problemas de acoplamento, dadas as particularidades e incompatibilidades que as técnicas de CLAE e
RMN apresentam. Inicialmente, discute-se a respeito das dificuldades de acoplamento e as saidas que foram
encontradas para o sucesso da técnica de CLAE-RMN e, posteriormente, sua aplicabilidade em produtos
naturais.

INTERFACE ENTRE CLAE-RMN: O SOLVENTE

Um dos maiores problemas no acoplamento das técnicas de CLAE e RMN consiste nas diferencas com
relacdo ao solvente que as duas técnicas demandam. Para uma separacao eficiente dos picos e obtencao de
quantidades significativas de substancias, a CLAE precisa de quantidades consideraveis de solvente, o que
dificulta a andlise por RMN, dada a baixa sensibilidade da técnica. Para RMN ha a necessidade de utilizacdo de
solventes deuterados, inviabilizando sua utilizacdo durante toda a analise em CLAE-RMN pelo alto custo.
Ainda assim, o desenvolvimento de colunas de fase reversa para uma melhor separacdo em CLAE demanda,
normalmente, uma grande quantidade de 4gua, a qual aparecera no espectro de RMN como uma banda larga,
encobrindo outros sinais. Outro fator é que esse sinal estara, consequentemente, em proporcao muito maior
que a amostra (ELIPE, 2003b).

Deve-se considerar ainda que, a maioria das analises cromatograficas realizadas para separacao de
substancias em CLAE utilizam gradientes de solventes, o que é outro fator limitante para a otimizacdao do
campo magnético em RMN (ELIPE, 2007).

Para tentar contornar todos esses problemas, foram desenvolvidas diversas técnicas de supressao de
sinal de solvente na tentativa de aprimorar a compatibilidade entre CLAE-RMN, dentre elas: pré-saturacéo,
irradiacdo multipla com pulsos suaves e WET pré-saturacao (WET, do inglés, water suppression enhanced
through Teffects) (ALBERT, 2002). Na pré-saturacao, ou NOESY pré-saturacdo (Nuclear Overhauser Effect
Spectroscopy), o equipamento é calibrado para ndo operar na frequéncia do sinal do solvente. Na irradiacdo
multipla com pulsos suaves, o principio é o mesmo da NOESY pré-saturacdo, porém visa suprimir sinais
multiplos do solvente (multipletos, por exemplo). A WET pré-saturagao usa quatro pulsos seletivos de
comprimentos variaveis. A cada pulso ha uma defasagem no gradiente de campo, variando a ponta do angulo
do pulso, otimizando a técnica (ALBERT, 1997; 2002).

Dentre estas técnicas, a mais usada em CLAE-RMN é a WET pré-saturacao, pois é capaz de suprimir
todos os sinais do solvente com o minimo de distor¢do na linha de base. A pré-saturacao NOESY reduz o sinal
do solvente com efetividade, porém, como é utilizada constantemente mais de um solvente, essa técnica é
inviavel dentro da area de produtos naturais. A pré-saturacao WET, apesar de eficaz, inviabiliza, assim como as
outras duas técnicas, a utilizacdo de gradientes de solventes, pois a mudanca da constante dielétrica, provocada
pela mudanca de proporcao de solventes, causa alteragdes no campo magnético (ALBERT, 2002; WILSON et
al, 2003; ELIPE, 2007).
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A opcao por trabalhar com métodos de supressao de sinal do solvente depende de caracteristicas do
extrato e de que maneira proceder com o solvente para uma separacao efetiva dos picos. Deve-se considerar,
ainda, que mesmo suprimindo o sinal do solvente eficientemente, existe ainda a possibilidade do sinal da
amostra cair justamente no ponto onde o sinal foi suprimido, havendo uma perda de informacdes (ALBERT,
2002; ELIPE, 2007).

SENSIBILIDADE DA TECNICA DE CLAE-RMN

A baixa sensibilidade da técnica de RMN, na ordem de microgramas, associada a necessidade de
quantidade de solvente relativamente grande, criam outra barreira no sucesso do acoplamento de CLAE-
RMN. Reduzir o fluxo do CLAE abaixo de 1 mL/min pode comprometer a efetividade da separacdo entre os
picos (WILSON etal/, 2003; ELIPE, 2007). Torna-se evidente, portanto, a necessidade de utilizacdo de campos
magnéticos de altamagnitude (500 Hz ou mais). Diversos pesquisadores otimizaram suas analises na tentativa
de aumentar a sensibilidade da técnica (WOLFENDER et a/, 2001).

EXTRACAO EM FASE-SOLIDA PARA ANALISE EM RMN

Como abordado anteriormente, um dos problemas mais limitantes no desenvolvimento da técnica
CLAE-RMN é a necessidade de maior quantidade de solvente para a eficiente separacao dos picos e a
utilizacdo de mais de um solvente durante a andlise. Para tentar contorna-los, houve o desenvolvimento de
técnicas aplicadas nainterface entre CLAE e RMN com um principio de operacao relativamente simples:
concentracao da amostra. Baseado nisso, a extracdo em fase sélida (SPE, do inglés - Solid Phase Extraction)
em combinag¢ao ou ndo com sondas criogénicas em RMN ou separacao por capilaridade em CLAE, pode ser
uma alternativa universal e rdpida para solucionar esse problema. O processo é, basicamente, conectar
uma passagem do fluxo advindo de CLAE em cartuchos descartéveis de SPE, os quais concentram a amostra
e, consequentemente, aumentam a sensibilidade da RMN (MILIAUSKAS et a/, 2005; MILIAUSKAS et al.,
2006; ELIPE, 2007).

O sistema operacional de CLAE-SPE-RMN além de ser muito mais sensivel que o convencional, é
rapido, reprodutivel, seletivo para as amostras de interesse e elimina a necessidade de utilizacdo de solventes
deuterados em CLAE (ALEXANDER et a/, 2006). O sistema elimina ainda, os efeitos de perturba¢do do campo
magnético provocados pelo emprego de gradientes de solventes. Os picos que sao separados pelo sistema
de CLAE sdo interceptados ao entrar na deteccao de UV, onde, por meio de um braco robético, sdo diluidos
em uma poés-coluna com dgua, a qual é conectada diretamente com cartuchos de SPE. Nos cartuchos, existe
uma fase solida formada geralmente de silica de fase reversa, em que a substancia de interesse terd maior
afinidade do que pela agua. A partir dai, é seco com nitrogénio, solubilizado com solvente deuterado e
transferido para a sonda de RMN (WILSON et a/, 2006). A reutilizacdo do mesmo cartucho de SPE, durante
multiplas inje¢ées da mesma amostra, possibilita obter uma quantidade maior das fragées e a aquisicao de



espectro de carbono 13 (*C), dada a menor sensibilidade na sua deteccdo por sua baixa concentracdo natural
na natureza, em torno de 1,1% (EXARCHOU et a/, 2003; SIMPSON et a/, 2004; EXARCHOU et a/, 2005).

As inimeras possibilidades de aplicacdées que o desenvolvimento da CLAE-SPE-RMN implicam, podem
ser ilustradas por diversos trabalhos publicados no meio cientifico, comprovando a eficiéncia da técnica
(CLARKSON et al, 2005; LAMBERT et a/, 2005; SEGER et a/, 2005; WILSON et a/, 2006; WILSON et a/, 2007;
KOSKELA et al, 2009; MOTTI et al, 2009; YANG et al, 2009; CASTRO et al, 2010; GAO etal, 2010; MAZUMDER
etal,2010). Godejohann etra/. (2004), ao comparar a eficacia das técnicas de CLAE-RMN e CLAE-SPE-RMN ao
estudar metabdélitos do paracetamol, encontraram uma sensibilidade dessa ultima, pelo menos duas vezes
maior, em relacdo a técnica classica. Pukalskas et a/ (2005) ao analisar extratos complexos de plantas, relatam
apossibilidade de diferenciacdo de substancias intimamente parecidos (mesma massa molecular) pela técnica
de CLAE-SPE-RMN.

OUTROS AVANCOS NO AUMENTO DA SENSIBILIDADE DATECNICA

A utilizacdo de sonda criogénica (termo vindo do inglés — cryo-probe) foi utilizada pela primeira vez
por Spraul et a/. (2003) para a determinacao de metabolitos de acetaminofeno em urina. Esta metodologia
visa a diminuicdo da temperatura das bobinas e pré-amplificadores eletrénicos a temperaturas criogénicas,
isto é, temperaturas muito abaixo de 0°C, mantendo a amostra em temperatura ambiente. Dessa forma,
elimina o ruido térmico associado aos estagios iniciais de deteccdo, o que aumenta a sensibilidade e o limite
de deteccdo em quatro vezes - reduzindo o tempo de experimento em dezesseis vezes (FLYNN et a/, 2000;
ELIPE, 2003a; SPRAUL et a/, 2003; EXARCHOU et a/, 2005; CLOAREC et a/, 2007; ELIPE, 2007).

Outra maneira de contornar o problema da baixa sensibilidade é o desenvolvimento de uma técnica
gue consiga tornar equivalente a quantidade de solvente utilizada para separacdo em CLAE dentro do limite
utilizado pelo RMN. Esse objetivo pode ter éxito por meio da miniaturizacdo das bobinas de radiofrequéncia
(RF), utilizando-se microbobinas, e pela separagdo em CLAE em colunas capilares. As microbobinas conseguem
promover uma deteccao que corresponde ao pico de eluicdo do CLAE em colunas capilares (em torno de 1,5
pL). Assim, reduzindo o limite de deteccdo, torna-se possivel a andlise de substancias de alto peso molecular
e substancias minoritarias em extratos vegetais (KRUCKER et a/, 2004; EXARCHOU et a/, 2005). A miniaturizagdo
em conjunto do sistema de CLAE, torna a técnica ainda mais robusta, viabilizando a utilizacdo de solvente
deuterado durante toda analise. Técnicas que utilizam capilares sao Uteis especialmente em casosem que a
amostra necessita de um limite de detec¢do na ordem de nanogramas. Deve ser, no entanto, soltvel em um
volume de aproximadamente 5 pL do solvente deuterado ou menos, o que nem sempre é possivel (HENTSCHEL
et al, 2005; LEWIS et a/, 2005; WEBB, 2005).

Mais recentemente, o desenvolvimento de varias bobinas ligadas em paralelo pode seraplicavel para
a aquisicdo de dados de RMN de varias amostras ao mesmo tempo (MACNAMARA et al, 1999). CLAE-RMN
capilar também pode ser usada com outras técnicas capilares, como eletroforese capilar e outros (GRIFFITHS
etal,1998; OLSON et al, 1998; PUSECKER et al, 1999; SCHEWITZ et al, 1999; RUSSELL et a/, 2000; LACEY et
al, 2001; JAYAWICKRAMA et al, 2003; RAPP et al, 2003; JAYAWICKRAMA et a/, 2004; KRUCKER et a/, 2004;
OLSON et al, 2004;LIN et al, 2008; KOSKELA et al, 2009; MOLINSKI, 2010; TANG et al, 2010; YAMAUCHI et al,
2010).
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SISTEMAS OPERACIONAIS DE CLAE-RMN

Otipo de sistema operacional utilizado para uma analise em CLAE-RMN depende muito da amostra
que se esta trabalhando e quais dados sao necessarios para sua completa elucidacao estrutural.

Os tipos de operacao sao classificados de acordo com o statusda amostra durante a analise (BRAUMANN
etal, 2002).Sao, basicamente, quatro sistemas em que CLAE-RMN operam: fluxo continuo, fluxo interrompido,
time-slicee recolhimento de /oop (ELIPE, 2003a). Essas condicbes em que a amostra é analisada (em fluxo/
estdtica) estdo intimamente relacionadas com a forma que a amostra é conduzida a RMN, o que necessita
também, de sistemas de deteccao de RMN diferenciados. Esses sistemas funcionam normalmente
automatizados e com controle computadorizado (on-line) (ELIPE, 2003a; 2007).

FLUXO CONTINUO

Nesse tipo de analise, a deteccdo das fragdes que estdao sendo separadas ocorre no RMN concomitante
com a separacdo de outras fracdes em CLAE. Ou seja, o sistema de deteccdo funciona continuamente com
separacao de fracdbes da amostra e analise por RMN, assim como em CLAE-DAD, nao necessitando, portanto,
de sistema adicional de monitoramento em CLAE (UV ou DAD) (BRAUMANN et al,, 2002; EXARCHOU et al,
2005; ELIPE, 2007).

Esse sistema operacional possuia desvantagem da uma necessidade maior de amostra (WASIM et
al,, 2005b). Assim, por exemplo, em um fluxo de T mL/min, o pico demora 3,6 segundos para passar pelo
RMN, o que reduz a estabilidade da bobina de deteccéo, limitando a aquisicdo de espectros 1D apenas
(ELIPE, 2007). Uma maneira de tentar contornar o problema é reduzir extremamente o fluxo — abaixo de
0,1 mL/min, em que um nimero maior de substéncias podem ser separadas e detectadas e ha melhoria na
relagcdo sinal/ruido. Porém a andlise pode levar até 24 h ou mais para ser realizada (GRIFFITHS, 1997;
WILSON, 2000; QUEIROZ et a/, 2002; ELIPE, 2003a; EXARCHOU et a/, 2003; ELIPE, 2007).

O modo de fluxo continuo permite uma triagem com 'H, limitado aos sinais das substancias
majoritarias. Assim, esse modo pode servir para uma analise inicial dos constituintes majoritarios de uma
mistura complexa. A aquisicao de *C fica também impossibilitada pela proporcao sinal-ruido aumentada
(EXARCHOU et al, 2005; WASIM et al, 2005a; KOSKELA et a/, 2009).

Deve-se levar em consideracao, ainda, a proporcao de solventes utilizados para a separacao em
CLAE (SPRAUL, 2008). Uma mistura, por exemplo, de acetonitrila (50%) e D,0 (50%) tem um campo
quimico de 1150 Hz, alterando para 1300 Hz se a proporcao de acetonitrila mudar para 60% (BRAUMANN
et al, 2002).

FLUXO INTERROMPIDO

Nesse sistema, a fracdo (ou pico) é analisada sob condi¢des estaticas, isto é, apos a fracdo ser detectada
em CLAE, interrompe-se a analise e encaminha-se a fracao para RMN. Apos essas serem realizadas, o fluxo em
CLAE é retomado e o processo repete-se sucessivas vezes (Figura 1). As principais vantagens desse sistema
sdo a sensibilidade aumentada, ndo necessitando de uma quantidade maior de amostra como em fluxo
continuo, e a possibilidade de obtencédo de espectros 1D e 2D dentre outros experimentos de RMN, uma vez
que a corrida da amostra estd interrompida na CLAE. Possibilita, ainda, a supressao precisa do sinal do solvente



e eliminacao das interferéncias que o fluxo com gradientes de solvente causam no campo magnético
(BRAUMANN et al, 2002; ELIPE, 2007).

Wolfender et a/. (WOLFENDER et a/, 1997, WOLFENDER et a/, 2001), ao compararem os métodos
de fluxo continuo e fluxo interrompido, encontram uma relacéo sinal-ruido em torno de cinco vezes menor
para essa Ultima técnica. Elipe et al (ELIPE, 2003a) utilizaram a técnica para a identificacdo de metabolitos
obtidos da urina ou bile de cdes, demonstrando a aplicabilidade mesmo quando se trabalha com metabélitos
instaveis.

Inumeros tipos de amostras e analises podem ser realizadas com esse tipo de sistema (PETRITIS eral,
2002; NOVAK etal, 2004; WU et al, 2007; PROVERA et a/, 2010). Porém, a principal desvantagem consiste na
possibilidade de diminuicdo da resolucao, uma vez que aamostra fica parada na coluna enquanto esta sendo
feita a andlise por RMN. O pico com uma fracdo em alta concentracdo, precedido de pico com baixa
concentracao, pode sofrer efeitos residuais, interferindo na andlise (memory effects). Ha também a necessidade
de um detector a parte entre CLAE e RMN (Spraul, 2008). Deve-se lembrar, ainda, que o tempo de saida da
fracdo do CLAE até a chegada na RMN deve ser calibrado (WILSON et a/, 2003).
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FIGURAO1 | Sistema CLAE-RMN operando em Fluxo Interrompido
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TIME-SLICE

Esse método é principalmente utilizado quando nao ha uma separacéo efetiva dos picos. E baseado
em uma série de interrupcdes durante a saida de um pico de interesse, funcionando semelhante ao modo de
fluxo interrompido, porém a intencao principal desse modo de operacao é desreplicar todo o extrato e
identificar todos os constituintes, até mesmo os que, devido semelhancas estruturais, ndo se separaram
satisfatoriamente (WOLFENDER et a/, 2001).

ARMAZENAMENTO EM LOOP

Esse modo de operacao é um intermedidrio entre o os modos de fluxo continuo e o de fluxo
interrompido, uma vez que opera em fluxo continuo em CLAE durante toda a corrida. As fragdes sdo separadas
e armazenadas em Loops para uma posterior analise em RMN. Esse sistema é controlado por software,
exigindo um detector a parte ao RMN (normalmente UV/DAD). Apds o término da corrida, as fracoes
armazenadas podem ser conduzidas - na ordem que se desejar —ao RMN, o que possibilita as vantagens de
andlise do sistema de fluxo interrompido: experimentos de 1D e 2D. Para efetiva operacdo desse sistema, o
analito deve ser estavel durante o tempo de espera para andlise por RMN (BRAUMANN et a/, 2002;
JAYAWICKRAMA et al, 2003; EXARCHOU et a/, 2005; ELIPE, 2007).

Por ndo haver a necessidade de sucessivas interrupcdes durante aandlise, esse sistema ndo sofre com
problemas na resolucao da separacao em CLAE. Devido, ainda, aindependéncia da analise de CLAE e RMN, ha
apossibilidade de preparacdo da amostra enquanto o RMN pode ser utilizado para outros fins. Ha a possibilidade,
inclusive de se manter os aparelhos em salas ou laboratérios diferentes (BRAUMANN et a/, 2002).

HIFENIZACAO MULTIPLA: ACOPLAMENTO DE ESPECTROMETRO DE
MASSAS E RMN

A hifenizacdo multipla, Aypernation, do inglés, unido das palavras Aypercom hyphenation, é o
acoplamento de multiplas técnicas para elucidagao estrutural de substancias (WILSON et a/, 2003). Para
CLAE-RMN, a unido mais comum é com espectrémetro de massas (EM): CLAE-EM/RMN ou CLAE-EM/EM/RMN.
Nesse sistema, a amostra é separada pelo cromatégrafo e posteriormente conduzida a um spliter, que divide
as fragdes entre o EM e a RMN (a barra entre EM e RMN indica um fluxo paralelo) (WILSON et a/, 2003; ELIPE,
2007).

O modo mais comum de utilizar a hifenizagdo multipla é o modo em paralelo, que possibilita obter
informacdes de EM e RMN a respeito do pico de interesse. O acoplamento de CLAE-EM esta bastante
desenvolvido, porém apresenta limitacdes quanto as informacdes que podem fornecer a respeito de uma
amostra de origem natural. Peso molecular, fragmentacdo e férmulas moleculares sdo dados que o EM pode
fornecer, porém sao insuficientes para elucidacao de estruturas desconhecidas. Moléculas de mesmo peso
molecular (isbbaras) e estereoisdmeros ndo podem ser diferenciadas, o que limita analises de extratos vegetais
(CORCORAN et al, 2003). O RMN, mesmo quando nao acoplado com EM, pode resolver esses problemas, ndo
fornecendo, no entanto, informacdes a respeito do peso molecular. Deve-se considerar, ainda, que grupos
como hidroxilas e aminas normalmente ndo sdo observados pela técnica de RMN, pois o deutério desloca o
hidrogénio desses grupos, deixando-os invisiveis ao aparelho. Grupos nitrados e conjugados de sulfato ndo



contém hidrogénios, porém podem ser facilmente detectados por EM (WILSON, 2000; CORCORAN et a/,
2003). As anadlises feitas pelas técnicas, separadamente, nem sempre garantem de qual pico a substancia se 127
refere, causando ambiguidade e dificultando a elucidacdo estrutural. A utilizacdo de um sistema on-/inepode
garantir que as analises que estao sendo feitas por EM e RMN se tratam da mesma molécula, além de evitara
degradacao que certas moléculas sofrem quando separadas do extrato (ELIPE, 2007).

A utilizagcdo de solventes deuterados durante toda a anélise de CLAE-EM/RMN pode resultar em
diferencas no peso molecular dos fragmentos obtidos pelo EM, uma vez que o deutério pesa o dobro do
hidrogénio. Isto pode deixar duvidas ao se proceder a elucidacgao estrutural de uma molécula. As técnicas de
supressao do sinal do solvente ou SPE séo preferidas para esse tipo de hifenizacao (Figura 2) (ELIPE, 2007).
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FIGURA2 | Esquema de um sistema de cromatografia liquida acoplado a um
espectrometro de massas e ressonancia magnética nuclear,
utilizando um sistema de SPE.

O sistema de operagao CLAE-EM/RMN necessita de um spliterpara dividir o fluxo de amostra do CLAE
para os sistemas de EM e RMN. Essa divisdo nao afeta, porém, a sensibilidade da técnica de RMN, uma vez que
esta ndo é igualitdria. Isso porque a técnica de EM é muito mais sensivel que a RMN, sendo desviado, geralmente,
em torno de 5% do fluxo para EM e 95% para RMN (ELIPE, 2007).
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O sistema CLAE-EM/RMN pode ser montado com os sistemas anteriormente citados (ELIPE, 2007).
No modo de fluxo continuo, o sp/iterdivide o fluxo para EM e RMN (5:95), e as analises sdo obtidas em
ambos os equipamentos para um mesmo pico. Caso a analise por RMN necessite de maiores informacgoes
a respeito do pico de interesse, o0 modo de fluxo interrompido pode ser util, possibilitando analises
complementares que demandam um maior tempo, como COSY, NOESY, HSQC e HMBC. Nesse caso, é
necessario quantidade de amostra maior que 100 pug, o que pode ser obtido com a utilizacao de cartuchos
de SPE com multiplas inje¢des. O modo time-slice é Util em casos que os picos estao sobrepostos e se
deseja obter o perfil metabdélico completo de um determinado extrato (WOLFENDER et a/, 2001; ELIPE,
2007).

O modo de operacao de armazenamento em /ooptambém é interessante, pois experimentos de
EM podem ser obtidos com o contelido do /oop, enquanto RMN adquire outros dados. Dessa forma, os
sistemas operam separadamente com o conteddo do mesmo /oop, cada um no seu tempo de andlise.
Todas essas operacdes podem ser manuais, semiautomaticas ou totalmente automatizadas (CORCORAN ez
al, 2003).

APLICACAO DE CLAE-RMN EM ANALISES DE PRODUTOS NATURAIS

Os produtos de origem natural possuem como caracteristica marcante sua complexidade estrutural e
elevado nimero de metabdlitos, o que os torna um foco de interesse na busca de novos protétipos e, ao
mesmo tempo, forca o incremento das técnicas analiticas ja existentes. Entre as ferramentas, atualmente
disponiveis, a utilizacdo de CLAE-RMN possui o maior campo para desenvolvimento, visto a potencialidade
demonstrada pelas técnicas individualmente, podendo se tornar, em um futuro breve, a ferramenta de
escolha naidentificacdo de novas substancias de origem natural. A seguir serao apresentados alguns casos
interessantes da utilizacdo de técnicas hifenadas de CLAE-RMN, em conjunto com técnicas mais consolidadas
encontradas na literatura, que permitirao demonstrar a aplicacdo de alguns dos conceitos apresentados
anteriormente.

Dentre as possibilidades de exploracdo da técnica na andlise de novos extratos, a utilizacdo da
desreplicacdo permite um direcionamento e otimizacdo na identificacado de novas substancias, evitando o
tedioso trabalho de isolamento e purificacdo de substancias conhecidas (HOSTETTMANN et a/, 2001). Este
novo campo de andlises vem sendo mais intensamente explorado no campo académico com destaque para
o grupo de pesquisa liderado por Hostettmann e Wolfender que publicaram diversas revisdes sobre a aplicagcdo
de CLAE-RMN em analises fitoquimicas (WOLFENDER et a/, 2005; 2006; LAMBERT et a/, 2007; QUEIROZ et al,
2009).

Um exemplo do uso de CLAE-RMN na analise de produtos naturais é a identificacdo dos principais
alcaloides de Erythroxylum vacciniifoliumMart.. Neste trabalho, além da utilizacao dessa técnica, os autores
utilizam outros procedimentos, contribuindo para uma caracterizacdo mais segura dos metabdélitos. Uma
andlise preliminar dos extratos, combinando CLAE-UV-DAD e CLAE-EM, foi realizada e pode-se observar uma
série de substancias com espectros de UV semelhantes e que apresentavam fragmentos de baixo peso

molecular caracteristicos, sugerindo um esqueleto comum entre as substancias. Em seguida, foram feitas



anadlises em fluxo continuo e interrompido em CLAE-RMN, o que permitiu a identificacdo de 24 alcaloides
tropanicos, exemplificados pela catuabina D (Figura 3) (ZANOLARI et a/, 2003; WOLFENDER et a/, 2005).

Sumarah et a/ (SUMARAH et a/, 2008) analisaram a presenca de derivados policetidicos em 250
fungos endofiticos isolados de Picea glauca(Moench) Voss através de CLAE-EM e CLAE-RMN, comparando os
dados espectroscépicos obtidos a partir dos derivados metilados isolados e a analise do extrato original
através de técnica de fluxo interrompido, permitindo a identificacdo de 10 substancias, sendo duas inéditas,
representadas pelo 1-carboxil-metil-éster-2,8-diidroxi-3-metil-9-oxoxanteno (2) (Figura 3).
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FIGURA3 | Estrutura quimica de metabolitos secundérios identificados por
técnicas hifenadas utilizando RMN. Catuabina D (1); 1-carboxil-
metil-éster-2,8-diidroxi-3-metil-9-oxoxanteno (2); R-e S-
carnegina (3 e 4).

Recentemente, a combinacao de dicroismo circular (DC), RMN e EM, descrita por Iwasa et al. (IWASA
et al, 2008), se mostrou util na identificacdo e determinagao da configuracdo absoluta dos alcaloides de
Nandina domestica Thunb. sem a necessidade de isolamento e purificacdo das substancias, permitindo
determinar o R-e Scarnegina (3 e 4) (Figura 3).
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Uma abordagem interessante realizada por Dai et a/. (DAl et a/, 2009) levou a identificacdo de 12
derivados flavénicos a partir de um extrato padronizado de Gossypium herbaceumL., conhecido como AB-8-
2,ap06s incompleta separacdo dos constituintes por cromatografia flash (25 fracdes) e andlises integradas de
CLAE-EM e CLAE-RMN, analisando as fragcdes contendo os metabdlitos em diferentes concentragdes, o que
torna possivel a identificacao de sinais chaves no espetro de RMN de 'H para identificacdo de substituintes no
esqueleto flavonico e completa caracterizagcao da estrutura.

Outros exemplos também sao encontrados na literatura, abordando as técnicas de CLAE-EM/RMN
aplicados a caracterizacao de produtos naturais de origem marinha (DIAS et a/, 2009); desenvolvimento de
novas drogas (PULLEN et a/, 1995; LINDON et a/, 2000) e no estudo do metabolismo de drogas essas técnicas
vem sendo amplamente aplicadas (KAMEL et a/, 2006; MA et al, 2006; WALKER et a/, 2008; NEDDERMAN et
al, 2010).

CONSIDERACOES FINAIS

O grande avanco desta area torna cada vez menos proibitiva a utilizacao de sistemas hifenados com
capacidade de gerar grandes quantidades de informacdes estruturais na area de produtos naturais. Novas
técnicas e equipamentos aumentam a compatibilidade entre a interface do CLAE e RMN, assim cada vez mais
se espera que essa técnica se difunda e se torne uma grande aliada na identificacdo de substancias de origem
natural, diminuindo o tempo de andlise e as chances de insucesso na descoberta de novos protétipos.

A possibilidade de identificacdo de substancias sem a necessidade de purificacdo abre uma nova era
no desenvolvimento de novos produtos a partir de derivados naturais, permitindo a construcao de bibliotecas
com o perfil dos metabdlitos, a analise de um nimero maior de espécies em um tempo reduzido e, outro
ganho importante: a possibilidade de desreplicacdo, aproveitando a grande quantidade de informacdes
disponiveis na literatura.

Assim, cada vez mais, essas metodologias se tornam uma ferramenta de escolha na analise de produtos
naturais.
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APLICACAO DA CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A
TECNICAS ESPECTROMETRICAS NA ANALISE DE PRODUTOS NATURAIS

Eduardo de Jesus Oliveira
José Maria Barbosa Filho
Luiz Elidio Gregério

ESPECTROMETRIA DE MASSAS
— INTRODUCAO

A espectrometria de massas (EM) é uma
técnica que analisa ions em fase gasosa de forma a
determinar a razdo entre a massa e a carga (m/2)
desses ions. Colocado de forma mais pratica, a
espectrometria de massas é uma técnica
microanalitica (a quantidade de amostra necessaria
paraanalise é da ordem de apenas alguns nanogramas
a picogramas, ou até menos em alguns casos) que
serve para detectar e/ou quantificar espécies
quimicas. Nesse processo, a espectrometria de
massas pode, em alguns casos, levar a determinacgao
da composicdo elementar dessas espécies e, além
disso, gerar alguma informacdo para fins de
determinacdo ou confirmacgao estrutural. Outro tipo
de informacdo importante, gerado pelo
espectroOmetro de massas, é a determinagao da
abundancia dos ions que sdo gerados, o que fornece
sua dimensao quantitativa, permitindo utilizar-se a
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técnica para determinar, com elevada sensibilidade, a concentracdo de um determinado analito em uma
amostra, desde que a resposta do detector seja calibrada com amostras do analito de concentracdo conhecida.
Os ions que sdo analisados pelo espectrometro de massas nao precisam ser gerados em fase gasosa, mas a sua
separacao (com base narazdo m/z) é realizada sempre em fase gasosa, e em alto vacuo (10*-107 Pa’). Como
um espectroOmetro de massas nao é capaz de determinar a razdo m/zde espécies neutras, o processo de
ionizacdo da amostra é um pré-requisito importante que deve ser considerado na analise de amostras
complexas como amostras bioldgicas e extratos vegetais. Nao existem técnicas de ionizagdo universais, ou
seja, ndao ha uma técnica de ionizagao Unica que exiba uma eficiéncia de ionizacdo adequada para qualquer
tipo de analito.

Do ponto de vista instrumental, existe uma diversidade bastante grande de espectrometros de massas que
se diferenciam do ponto de vista analitico basicamente no seu poder de resolucao (ver item denominado Resolucao,
Poder de Resolucédo e Determinacao de Massa Exata), sensibilidade e faixa dinamica. Apesar dessa diversidade
de instrumentos, um espectrometro de massas pode ser visto como sendo constituido de pelo menos 4 partes
fundamentais, como esquematizado nafigura 1.

| Aquisicioe |

m

FIGURA1 | Diagrama esquematico de um espectrémetro de massas.

A primeira destas partes é afonte de ions. Nessa fonte, serdo gerados os ions que serao posteriormente
analisados para se determinar a suarazéo m/z A amostra a ser analisada, que pode ser uma substéancia pura ou
uma mistura, pode ser introduzida nafonte de ions de varios modos, mas para os fins da técnica, objeto deste
capitulo, ou seja, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas na andlise de produtos naturais,
a amostra (quimicamente complexa) é normalmente introduzida em solucéo, apés ter sido separada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou cromatografia liquida de ultraeficiéncia (CLUE). Para
substancias puras, aamostra pode ser introduzida diretamente através do uso de uma bomba de infusdo, que,

' Pascal (Pa): unidade padrao de pressao e tensao no Sistema Internacional. Equivale a forca de TN aplicada
uniformemente sobre uma superficie de 1 m2.



alias, é o método mais utilizado para a introducao de substancias necessarias para calibrar a escala de massa
do equipamento (calibrantes). As amostras analisadas por CL-EM sao introduzidas na fonte de ions na fase
condensada e precisam gerar as espécies idnicas, que apos transferéncia para a fase gasosa serao transmitidas
aregido do analisador, em um processo que é coletivamente chamado de ionizacdo a pressao atmosférica
(IPA). Essaionizacdo a pressao atmosférica contrasta com a regido de alto vacuo do espectrémetro de massas
em que os ions serao analisados e detectados. O desenho exato de uma fonte de ions a pressao atmosférica
depende do modo de ionizacdo especifico, que serad utilizado, e de detalhes de cada fabricante, mas
invariavelmente a fonte deve servir, no caso de CL-EM, para a transferéncia seletiva das espécies idnicas
geradas (excluindo as espécies neutras do solvente, por exemplo) para a regidao do analisador, com a maxima
eficiéncia possivel, ou seja, minimizando a perda de ions entre a fonte e o analisador.

Apds serem gerados na fonte, os ions serdo transmitidos ao analisador. A 6ptica de transmissdo na
figura 1 representa um ou mais elementos, que através de campos eletromagnéticos realiza a funcao de
maximizar a eficiéncia de transmissao do feixe de ions gerado na fonte a regido do analisador e desse ao
detector. O analisador é o segundo elemento invariavelmente presente em qualquer espectrémetro de
massas. Esse pode ser considerado o elemento mais importante do instrumento, pois definird em grande
medida o poder de resolucdo e outras caracteristicas de desempenho do mesmo. A funcado do analisador de
fons (também referido as vezes como filtro de ions) é justamente a determinacdo da razdo m/z dessas
espécies, que serao posteriormente transferidas com a maxima eficiéncia possivel ao detector. Existem
muitos tipos diferentes de analisadores de massas, cada um com suas vantagens e desvantagens, e também
com principio de funcionamento préprio. Normalmente, os espectrometros de massas sao classificados de
acordo com o tipo de analisador presente no instrumento. Assim temos, por exemplo, espectrometros de
massa do tipo quadrupolo (simples ou de triplo quadrupolo), de aprisionamento de ions (/on traps3D e traps
lineares), de tempo de voo (time of flight mass spectrometers), Orbitrape muitos sistemas hibridos, nos quais
mais de uma tecnologia de analisador sdo combinadas no mesmo instrumento. Os principais tipos de
analisadores utilizados atualmente em instrumentos de CL-EM comercialmente disponiveis, serdo discutidos
com maior detalhamento no item Analisadores de Massas. O outro elemento que todo espectrOmetro de
massas possui é o detector. Nesse, ainformacdo sobre a abundancia (quantidade) de ions que chegam a este
elemento por unidade de tempo é transformada em um sinal digital que é armazenado para posterior
processamento. O detector realiza essafuncdo em quase todos os tipos de instrumentos comerciais atuais,
por meio da emissao secunddria de elétrons, que cria o sinal elétrico que serd processado. Os detectores mais
utilizados sdo o multiplicador de elétrons (e/ectron multipliers) e os detectores de microplacas, esses tltimos
utilizados com muito menos frequéncia, geralmente em instrumentos com analisadores de tempo de voo.
Caracteristicas importantes em um detector para utilizacdo em instrumentos de CL-EM sao o seu ganho
(parametro que esta ligado a performance do instrumento em termos de sua sensibilidade) e a sua
compatibilidade com velocidades de escaneamento elevadas. O detector de um espectrémetro de massas
possuium tempo finito de uso, pois 0 bombardeamento continuo de ions em sua superficie sensivel causa
uma progressiva diminuicdo do seu ganho e a necessidade de aumento da voltagem de operacao, para
manutencdo deste ganho eventualmente, gera um ruido eletronico excessivamente alto. Neste momento, o
detector deve ser substituido. Um dos tipos de detectores mais utilizados em instrumentos de CL-EM é o
multiplicador de elétrons continuo.

O ultimo, mas ndo menos importante componente de um espectrometro de massas é o sistema de
controle, aquisicao e processamento de dados. Atualmente todos os sistemas comerciais de espectrometria
de massas se beneficiam da alta capacidade dos microprocessadores e da capacidade de armazenamento
dos computadores para garantir a aquisicdo de dados de forma continua e com a alta velocidade necessaria
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para ser compativel com os tempos de escaneamento cada vez menores dos espectrémetros de massas
modernos. Uma caracteristica importante do sistema de aquisicao e processamento de dados nos
equipamentos de CL-EM é a comodidade do softwarede permitir realizar, geralmente no mesmo médulo ou
em modulos diferentes do mesmo software, fungdes diversas como o controle dos parametros do
cromatoégrafo, monitorizagao do sistema (como por exemplo o estado do vacuo), configuracdo dos parametros
de ionizacédo e deteccao do espectrometro, configuracdo de métodos de andlise, processamento dos resultados
e emissao e impressao de relatérios de analise. Sem duvida, a popularizacao do uso dos sistemas de
espectrometria de massas deve muito a intuitividade e interatividade dos softwares de aquisicao e
processamento de dados.

RESOLUCAO, PODERDE RESOLUCAO EDETERMINAGCAO DE MASSA EXATA

Uma caracteristica muito importante nos espectrémetros de massas é o seu poder de resolucédo. Os
instrumentos podem ser divididos em espectrometros de massas de baixa resolucao e de alta resolucao,
termos de certaformainadequados, uma vez que o termo resolucdo refere-se ao grau de separacgao (desde
que definido algum critério para este grau de separacao ser considerado aceitavel) entre picos com razao m/
zpréxima em um espectro de massas e ndo a capacidade do instrumento em efetuar essa separacao, ou seja,
seu poder de resolucdo. Desta forma, uma denominagdo mais apropriada seria espectrometros de massas de
alto (ou baixo) poder de resolucdo. A consequéncia pratica maisimportante de equipamentos de alto poder
de resolucao é a possibilidade de utiliza-los na determinagao da massa exata do ion que estd sendo registrado.
Essa determinacdo é importante, pois o peso molecular exato de uma substancia é a soma do peso atdmico
de seus atomos constituintes e, a escala de peso atdmico é uma escala relativa, baseada no peso do is6topo
mais abundante do carbono, o carbono-12. Assim, os isGtopos mais estaveis e mais abundantes dos elementos
possuem um peso atdmico que nao é um numero inteiro, mas fracionario. O peso atdémico do isétopo mais
abundante do oxigénio ndo é 16,0000, mas sim 15,9949 Da?. Desta forma, a massa exata de uma substancia
cuja formula molecular é CH, O, € 132,0786, se considerarmos apenas o peso atdmico dos isétopos mais
abundantes. Esta massa é geralmente chamada de massa exata monoisotopica, para diferenciar da massa
exata média, calculada por intermédio da média geométrica que leva em conta a contribuicao relativa
(abundancia) dos isdtopos de cada elemento. O registro grafico dos ions com uma determinada razdo m/zem
funcao de sua abundancia (intensidade) é chamado de espectro de massas (Figura 2). No exemplo da substancia
acima, o espectro de massas da substancia exibiria (dependendo da técnica de ionizagdo e das condi¢des
utilizadas na analise) um pico com razao m/zigual a 132,0786 (na realidade uma unidade de massa acima ou
abaixo deste valor, caso utilize-se ionizacdo no modo positivo ou negativo respectivamente; ver secdo mais
adiante: Técnicas de lonizacdo a Pressao Atmosférica). Se o espectrémetro de massas utilizado na andlise tiver
um elevado poder de resolucao, ele sera capaz de determinar a massa exata deste ion com um ndimero de
casas decimais suficientes para permitir o assinalamento inequivoco a uma determinada féormula molecular.

2 Dalton (Da) ou unidade de massa atémica (u.m.a): unidade de medida para a massa de particulas atdmicas
(massas atdbmicas de elementos ou compostos), sendo definida como 1/12 da massa de um atomo de carbono-12
em seu estado fundamental.
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atomos de C, H e O, que podem fornecer esta massa exata, estao listadas na tabela 1. 143
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FIGURA 2 | Representacao grafica de um espectro de massas

TABELA 1 - Algumas das possibilidades de férmulas moleculares com massa nominal 132 e as diferencas em
ppm da massa exata 132,0785.

C H o Massa exata Diferenca da massa exata Diferenca

monoisotdpica medida (132,0785) emppm*
tedrica

1 0 0 132,0000 -0,0785 594,3

10 2 0 132,0939 0,0154 116,6

9 8 1 132,0575 -0,0210 159,0

8 4 2 132,021 -0,0574 434,6

7 0 3 131,9847 -0,0938 710,2

6 12 3 132,0786 0,0001 08

5 8 4 132,0422 -0,0363 274,8

4 < 5 132,0058 -0,0727 5504

3 0 6 131,9694 -0,1091 826,0

2 12 6 132,0633 -0,0152 115,1

1 8 7 132,0269 -0,0516 390,7

0 4 8 131,9906 -0,0879 665,5

*ppm = partes por milhao.



144

Pode-se perceber que a menor diferenca (em ppm) entre a massa exata tedrica e a massa observada
para o ion com m/z=132,0785, obtido no espectro de massas, € encontrada para a formula molecular CH, O,
e, portanto, é altamente provavel que essa corresponda de fato a férmula molecular da espécie em questao.
Entretanto, aférmula molecular C, H,, possui uma massa exata monoisotépica tedrica de 132,0939, diferindo
apenas 0,0154 Da da massa exata 132,0785 medida. Isso significa que o espectrometro de massas utilizado
devera ser capaz de diferenciar (separar com base em algum critério predeterminado) uma massa de 132,0785
da massa 132,0939, ou seja, uma diferenca de 0,0154 Da. A caracteristica de um espectrémetro de massas
que permite essa diferenciacdo é o seu poder de resolucado. O poder de resolucéo (R) pode ser definido como
sendo arazdo entre um determinado valor de massa nominal M e a diferenca em termos de razédo m/zde dois

ions que podem ser separados um do outro (Am):

R=M/Am

Qual seria o poder de resolugdo necessario para separar o ion monoisotépico C.H,,0, doionC, H,.,?
Para calcular, considere como a massa nominal (M) o ponto médio entre a maior e a menor massa
(132,0785+132,0939/2 = 132,0862). Assim, o poder de resolucdo necessario serd de 132,0862/0,0154 =
8577. Assim, um poder de resolucdo de no minimo 8577 seria necessario, valor este bem superior ao poder
deresolucéo alcancado com os espectrometros de massas do tipo quadrupolo, por exemplo, que se situa
em torno de 4000 no maximo. Entretanto, na definicdo de separacdo discutida anteriormente, algum
critério qualificador faz-se necessario, ou seja, que critério deve-se utilizar para aceitar a separacao entre
dois picos na escala m/z? Ha basicamente duas formas de definir essa separacéo, ou resolucdo entre picos
adjacentes (Figura 3). Uma delas é considerar como separados (ou resolvidos) dois picos adjacentes quando
a altura do vale formado entre esses dois picos corresponder a no maximo 10% da altura maxima dos
mesmos. Essa definicao é limitada a picos adjacentes de alturas comparaveis, pois se assume que cada pico
contribui com cerca de 5% para esta altura, o que nao se aplica a picos com alturas muito diferentes. Um
conceito mais geral é o que utiliza a largura do pico a meia-altura (Fu// widht at half maximum, FWHM,).
Assim, se a razdo m/zde um determinado pico é 500 e, esse pico possuir uma largura a meia-altura
correspondente a 0,1 m/z a resolucdo FWHM para esse pico é de 5000 (500/0,1). Pode-se perceber pelo
pico a esquerda da Figura 3, que na definicdo de resolucéo, utilizando o conceito FWHM, o valor de Am é
cerca de metade do valor obtido se utilizar o conceito de vale com 10% da altura (neste caso Am é medido
como sendo a distancia compreendida entre os pontos médios dos dois picos na escala m/z). Sendo assim,
os valores de poder de resolucéo (R), utilizando a definicdo de separacdo entre picos FWHM sédo cerca de
duas vezes maiores que aqueles obtidos utilizando a definicao de vale com 10% de altura, o que deve ser
levado em conta na interpretacao dos parametros de desempenho fornecidas pelos fabricantes de

equipamentos comerciais.
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FIGURA 3. | Definicdes de resolugédo utilizando o conceito de vale com 10%
daaltura e largura a meia-altura (FWHM). Adaptado de Watson &
Sparkman (2007).

Existem espectrOmetros de massas com resolucao constante e outros com poder de resolugdo
constante. Por exemplo, os quadrupolos, normalmente, possuem resolucao unitaria (Am=1) constante através
de toda a escala de massas, ou seja, sdo capazes de diferenciar um ion com razao m/z= 100 de umion com
razao my/z=101.Paraisso, ele devera ter um poder de resolucao (R) de 100/1 = 100. O mesmo instrumento
devera ter um poder de resolucao (R) de 1000 para ser capaz de diferenciar um ion m/z= 1001 de umion m/
z=1002 (R=1000/1). Desta forma, os espectrometros de massas de quadrupolos tém resolucao constante e
poder de resolucao crescente com o aumento da razao m/z Outros espectrometros de massas possuem
poder de resolucao constante. Assim por exemplo, espectrometros com analisadores de tempo de voo
possuem poder de resolucao constante, mas resolucao que varia dependendo da razdo m/zconsiderada.

TECNICAS DEIONIZACAO A PRESSAO ATMOSFERICA

IONIZACAO POR ELETRONEBULIZAGAO - IEN (ELECTROspray IONIZATION-
ES)

Jafoimencionado anteriormente que os ions gerados na fonte de ions precisam ser transmitidos com
eficiéncia para aregido do analisador e dessa ao detector. Isto significa que a regido por onde o feixe de ions
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é transmitido deve ser evacuada por bombas de vadcuo com elevada eficiéncia para garantir um vacuo na
regido do analisador em torno de 10-107 Pa. Uma das maiores dificuldades, que foi encontrada na tentativa
de compatibilizar a técnica de cromatografia liquida com a espectrometria de massas, consistiu no problema
representado pelaintrodu¢do de um fluxo constante de eluente (fluxos de 200 a 1000 pL/min sdo normalmente
utilizados com CLAE) a partir do cromatoégrafo liquido para a regido de alto vacuo do espectrémetro de massas
sem comprometer esse vacuo. Outra dificuldade é que as técnicas de ionizacdo mais utilizadas antes do
advento das técnicas de ionizagao a pressdo atmosférica (como ionizagdo porimpacto eletrénico ou ionizacdo
guimica) requeriam que o analito estivesse em fase gasosa, uma situacdo completamente adversa, se a
intencao é introduzir e ionizar analitos a partir do eluente que sai de uma coluna cromatografica de CLAE.
Muitas estratégias foram tentadas com maior ou menor sucesso para contornar essas dificuldades, resultando
em muitas interfaces diferentes. Uma das mais bem sucedidas interfaces foi aquela associada ao
desenvolvimento da ionizacao por eletronebulizacdo (IEN) ou ionizacao por efectrospray(IES). Nesse modo
deionizacao, os analitos sdo introduzidos na fonte de ions em solucéo (por exemplo apds eluicdo em uma
coluna cromatografica) através de um fino capilar metalico (Figura 4). Esse capilar metalico é mantidoa um
potencial elétrico positivo ou negativo da ordem de alguns quilovolts (o que ira gerar ions positivos ou
negativos respectivamente) em relacdo a um contraeletrodo, formando um fino sprayliquido com goticulas
carregadas. O potencial elétrico, assim como o diametro do capilar metalico sao essenciais para a formacao do
spray. Esse processo é conhecido por eletronebulizacao (e/ectrospray) e pode ser descrito como um processo
eletrolitico, em que o capilar é a extremidade oxidante e o contraeletrodo a extremidade redutora (Figura 4).
O sprayque se forma assume uma forma conica caracteristica, que foi descrita por Taylor (1964), e que ficou
conhecida por “cone de Taylor”. As goticulas que se formam a partir do cone de Taylor contém ions
quasimolecularesdos analitos (formados geralmente por protonacdo ou desprotonacio). A medida que o
solvente dessas goticulas sofre evaporacdo, a densidade de carga aumenta em cada goticula. Eventualmente,
guando o tamanho da goticula atinge um limite de tamanho, conhecido como limite de Rayleight?, as forcas
de repulsao dos ions na superficie da goticula vencem a tenséo superficial dela e essa se fragmenta através de
um processo eletro-hidrodinamico, referido muitas vezes como “explosao couldmbica’,com a ejecdo de ions
do analito para a fase gasosa. Outro mecanismo alternativo para explicar o processo de ionizagao por
eletronebulizacao (charge residue model) postula a alternancia entre ciclos de evaporacao e fissdo das
goticulas, eventualmente levando a producdo de ions em fase gasosa. O processo de ionizacdo por
eletronebulizacao revolucionou a espectrometria de massas por algumas razdes. Em primeiro lugar, nesse
modo de ionizagao ions multiplamente carregados podem se formar quando a molécula possuir varios sitios
para protonacéo (ions positivos) ou desprotonacao (ions negativos). Isto significa que ions com razédo m/z,
onde z é diferente de 1 sao formados. Assim por exemplo, se uma proteina com 20.000 Da é ionizada por
eletronebulizacdo e adquire 20 cargas, seu espectro de massas registrard um pico com razédo m/z= 1000,
trazendo para o dominio de equipamentos baseados em analisadores de quadrupolos a andlise de substancias
polares, nao volateis e de alto peso molecular como biomoléculas. Depois, a técnica permitiu o interfaciamento
da cromatografia liquida com a espectrometria de massas, uma vez que o processo de ionizacdo por
eletronebulizagcdo ocorre em pressao atmosférica. Dessa forma, os equipamentos de CL-EM atuais, geralmente,

3 Em referéncia ao fisico inglés Lord Rayleight, que descreveu pela primeira vez a quantidade maxima de carga
que uma goticula de liquido pode carrear antes de se fragmentar.



utilizam fontes de ions mantidas a pressao atmosférica, e os equipamentos sdo evacuados de forma diferencial
por bombas de vacuo com capacidade diferenciada: analisadores sdo evacuados por bombas turbomoleculares
de alta capacidade de forma a manter o alto vacuo necessario para a transmissdo dos ions, enquanto que a
regido da interface entre a fonte de ions e o analisador pode ser mantida evacuada por uma bomba rotatéria
ou turbomolecular de menor capacidade. Em reconhecimento a importancia do desenvolvimento da
espectrometria de massas comionizagao por eletronebulizacao para a analise de biomoléculas (FENN et a/,
1989), o prémio Nobel de quimica, em 2002, foi concedido ao quimico norte americano John Fenn, um dos
pioneiros na area.

O —

FIGURA 4 | Representacdo esquematica do processo de ionizagdo por
eletronebulizagao.

IONIZACAO QUIMICA A PRESSAO ATMOSFERICA - IQPA (ATMOSPHERIC
PRESSURE CHEMICAL IONIZATION - APC)

IQPA é uma técnica de ionizacao similar a ionizacdo quimica (IQ), muito utilizada em analises de
Cromatografia em fase Gasosa (CG-EM), entretanto como o préprio nome sugere, ocorre em pressao
atmosférica. Esse tipo de ionizacdo permite altas taxas de fluxo de solvente, podendo ser facilmente
utilizado em sistemas de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CL-EM). Como o
processo de ionizacdo ocorre a pressao atmosférica, os elétrons necessarios para a ionizacao primaria ndo
podem ser produzidos por um filamento metalico aquecido como nas fontes de ionizagdo quimica (1Q)
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convencionais, pois esse filamento poderia se queimar, sofrer corrosdo ou oxidagdo. Como alternativas
para contornar ests problema podem ser utilizados emissores de particulas f como o %Ni ou descargas
corona, que sao fontes de elétrons resistentes a presenca de gases corrosivos ou oxidantes, sendo a descarga
corona preferencialmente utilizada nos equipamentos comercialmente disponiveis, pela sua seguranca e
eficacia.

Atécnica IQPA é normalmente aplicada a moléculas de polaridade intermedidria, sendo que a massa
molecular ndo deve ser maior que 1500 Da (ARDREY, 2003, DE HOFFMANN & STROOBANT, 2007; DASS,
2007).

Principio da fonte de ionizagcao IQFPA

O analito em solugdo aplicado através de infusao direta ou como eluente de um sistema de
cromatografia liquida (CLAE, CLUE), com fluxo de 0,2 a 2 mL/min é introduzido diretamente em um
nebulizador pneumatico, sendo convertido em uma fina névoa por um feixe de gas nitrogénio em alta
velocidade. As gotas sdo dispersas por um fluxo de gas por meio de um tubo de quartzo aquecido que
promove a dessolvatacdo e vaporizacdo em uma camara. O calor transferido para as gotas do spraypossibilita
a vaporizagdo da fase moével e da amostra no fluxo de gas. A temperatura desta camara é controlada,
possibilitando a vaporizacao, independentemente, da natureza e do fluxo da fase mével. O gas aquecido (a
cerca de 120 °C) e os analitos deixam esse tubo, onde apds dessolvatacdo, sao conduzidos para um
eletrodo (agulha) de descarga corona, o qual promove a ionizacao. Os processos de ionizagdo em IQPA,
portanto sdo equivalentes aos daionizacao quimica (1Q), tendo como diferencial a ocorréncia a pressao
atmosférica. No modo de ionizacdo positivo ocorrem a transferéncia de préton ou aducdo de ions do gas
reagente, sendo influenciada pela afinidade relativa aos prétons dos ions reagentes e das moléculas do
analito em fase gasosa. No modo de ionizac¢do negativo, os ions do analito sao produzidos através de
abstracao de préton ou formacédo de adutos. Geralmente a fase movel evaporada atua como gas ionizante
e os ions reagentes sdo produzidos a partir de uma descarga corona no solvente nebulizado e vaporizado.
Normalmente a descarga corona forma através de ionizacdo por elétrons, ions primarios como por exemplo
N,*ouO,", 0s quais colidem com moléculas vaporizadas do solvente formando os ions reagentes secundarios
na fase gasosa.

A ionizacao do substrato é altamente eficiente pois ocorre a pressao atmosférica e com elevada
frequéncia de colisdes. Além disso, a alta frequéncia de colisdes serve para termalizar as espécies reagentes.
Da mesma maneira, a rapida dessolvatacao e vaporizagao das gotas reduzem consideravelmente a
decomposicdo térmica do analito. O resultado é a producao predominante de ions de espécies moleculares
com baixa fragmentacéo. Os ions produzidos a pressao atmosférica entram no espectrometro de massas por
meio de uma pequena entrada (/n/ef), ou por meio de um capilar aquecido, sendo focalizados em direcdo ao
analisador de massas. Essa entrada (/n/e?) deve possuir largura suficiente para a entrada adequada do maior
numero possivel de ions sem comprometer a pressao negativa (vacuo) necessaria para a realizacao da andlise.
Para contornar esse problema, a solucdo mais utilizada consiste na aplicacao de diversos diferenciais de
pressao de vacuo (bombeamento diferencial), separados por skimmers. Na regido de vacuo intermediario
ocorre o desagrupamento (dec/ustering) dos ions formados. A IQPA tem se tornado uma fonte de ionizacao



popular para aplicacdes em acoplamento com a cromatografia liquida para a andlise de moléculas com

polaridade intermediaria.

Afigura 5 apresenta um esquema e o principio de ionizacdo de uma fonte IQPA, ja a figura 6 mostra
as principais reacdes ion-molécula que ocorrem em fase gasosa para a ionizacdo do analito nos modos

positivo e negativo em IQPA.
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FIGURA5 | Esquema dafonte deionizagdo IQPA.
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Comparativo IQPA X IEN

Tanto aionizagcdo quimica a pressao atmosférica (IQPA) quanto a ionizacao por eletronebulizacdo
ou electrospray (IEN) sao consideradas técnicas brandas de ionizacao, no entanto, apresentam diferentes
aplicacdes em termos de polaridade e massa molecular dos analitos. Considerando que varias classes de
metabolitos secundarios vegetais sdo altamente polares e apresentam de baixa a alta massa molecular, a
IEN constitui o método de ionizagdo mais utilizado, embora nao seja universal. Devido ao seu principio, a
IEN também constitui um método de ionizacdo mais brando do que a IQPA e preserva a integridade do
analito, pois ao contrario da IQPA, nao utiliza temperaturas elevadas (400 °C). As desvantagens da IEN, em
comparagao coma IQPA, sdo a sua menor robustez a interferéncias da matriz e alteracdes das condicbes de
fase movel.

FOTOIONIZACAO A PRESSAO ATMOSFERICA - FIPA (ATMOSPHERIC
PRESSURE PHOTOIONIZATION- APP)

A fonte FIPA consiste em um dos mais recentes desenvolvimentos de fontes de ions a pressao
atmosférica, em que é utilizada a energia de fétons (hv) paraionizar moléculas em fase gasosa.

Mecanismo de ionizagdo: aamostra em solucéo é vaporizada por um nebulizador aquecido similar
ao utilizado em IQPA. Existem duas abordagens para a ionizacao por FIPA, na primeira abordagem, apds a
vaporizacao, o analito interage com fétons emitidos por uma lampada de descarga UV, em que estes fotons
induzem uma série de reacdes em fase gasosa que conduzem a ionizacao das moléculas da amostra. A
fonte FIPA, desta forma, consiste em uma fonte de IQPA modificada, que ao invés de se empregar uma
agulhade descarga corona, emprega-se uma lampada de descarga que emite fétons. Na segunda abordagem
pode ser aplicada na razdo de um décimo do fluxo eluente da cromatografia liquida, um dopante (por
exemplo tetrahidrofurano ou tolueno) que é ionizado pelos fétons emitidos pela lampada de UV, que
posteriormente protona o analito, as duas abordagens estdo representadas na Figura7. Nos Ultimos anos
tém sido desenvolvidas diversas fontes de ionizacao FIPA, as quais estdo comercialmente disponiveis. O
grande interesse ou particularidade da fotoionizacdo reside em seu potencial em ionizar substancias ndo
ionizaveis através das técnicas IQPA ou IEN, como por exemplo substancias muito apolares. As lampadas de
UV geralmente utilizam féton em energia maior (10 eV) do que os potenciais dos analitos ou dos dopantes,
porém menores do que a do gas atmosférico e dos solventes utilizados, permitindo a formacao de ions do
analito, com baixa ou ausente formacao de ions do solvente, o que reduz o ruido de fundo da analise. O
emprego de CL-EM na analise de substancias apolares foi revisado e discutido por Hayen & Karst (2003), em
gue nao foi eleita nenhuma fonte de ionizagao universal, mas destacado o grande potencial das fontes de
ionizacdo a pressao atmosférica (IEN, IQPA e FIPA) para aplicagdes especificas, com destaque para a FIPA,
gue tem sido utilizada como uma técnica complementar ao IQPA na analise de substancias menos polares,
sendo que para a analise de substancias aromaticas com poucos grupos ou fungdes polares a FIPA é
reconhecidamente superior ao IQPA. A Figura 9 apresenta um comparativo da eficiéncia das trés técnicas
de ionizacdo a pressao atmosférica mais utilizadas em acoplamento a cromatografia liquida: IEN (£5), IQPA
(APC) e FIPA (APP)).



1) lonizacgao direta do analito (M) pela abstracao de elétron:
M+ hv 5 M7 +é

Podendo ocorrer protonacao do ion radicalar pela participacao de
solvente protico (S)

M* +S — MH*-[S-H]"

2) lonizacao de uma molécula dopante (D) através da luz UV (a)
e posterior protonacao do molécula do analito (b):

(@ D™ + D —» [D-H]* + DH*
(b) M+ DH* — D+ MH*

FIGURA7 | ReagOesdeionizacdo em FIPA - Extraido de Watson & Sparkman

(2007).
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FIGURA 8 | Diagrama de uma fonte de ionizagdo FIPA.

151



152

100.000 —

S
i1
3 10.000 —
A
=
o 1.000 —
v
(]
o

100 —

Apolar Polaridade Muito Polar
FIGURA9 | Eficiéncia dos modos de ionizagdo a pressdo atmosférica em
funcéo da polaridade e peso molecular dos analitos.

ANALISADORES DE MASSAS

Os analisadores de massas sdo responsaveis pela separacao dos ions no espaco ou no tempo, de
acordo com a razao m/zdesses ions, por meio de uma combinac¢ao de campos elétricos e/ou magnéticos, de
forma que a sua abundancia possa ser medida. Existem muitos tipos diferentes de analisadores, e
convencionou-se utilizar o analisador como sindbnimo de espectrometro de massas, tamanha a sua importancia
emdeterminar parametros de desempenho como poder de resolucao, sensibilidade e faixa dinamica. A area
de pesquisa em novos analisadores de massas encontra-se em constante desenvolvimento, com novos
aperfeicoamentos sendo lancados pelos fabricantes de equipamentos todo ano. A seguir, uma descricao
sucinta dos principais analisadores encontrados atualmente nos equipamentos de CL-EM comercialmente
disponiveis e algumas de suas vantagens e desvantagens.

ANALISADORES COM QUADRUPOLO DE TRANSMISSAO (QUADRUPOLO
SIMPLES ETRIPLO QUADRUPOLO)

O quadrupolo é umfiltro de ions que consiste de quatro barras de metal (geralmente ligas de
molibdénio) de sec¢do transversal hiperbdlica (ideal) ou circular (aceitavel), alinhadas perpendicularmente
uma a outra e conectadas aos pares a uma fonte de voltagem de corrente continua (DC) e voltagem de
radiofrequéncia (Rf) superimpostas (Figura 10). Assim, um dos pares de barras recebe uma voltagem de



corrente continua com polaridade positiva (+U) e radiofrequéncia V.cosut, onde U é a frequéncia angular da
voltagem de radiofrequéncia. O outro par de barras recebe uma corrente continua com polaridade -U e
radiofrequéncia de mesma intensidade V.cosut, mas defasada 180° uma da outra (+(U+Vcosut) e —(U+Vcosut)
para os dois pares de barras respectivamente). O efeito da aplicacdo dessas voltagens é a criacdo de um
campo eletromagnético oscilante no centro das barras que é capaz de influenciar o movimento de ions que
podem assim ser transmitidos pelo quadrupolo se (a depender de sua razao m/z) adquirirem trajetérias
estaveis ao receber a influéncia do campo quadrupolar. Caso contrario serdo neutralizados ao colidircom as
barras metdlicas no caso de trajetdrias instaveis. Variando o campo do quadrupolo (DC/Rf), pode-se obter um
espectro de massas transmitindo-se sequencialmente (modo de varredura) ions com razdo m/zdiferentes,
dentro de uma determinada faixa, ao detector. Pode-se alternativamente, caso o analito seja conhecido,
operar um quadrupolo no modo S/M(Selected lon Monitoring, ou monitoramento de ions selecionados),
onde apenas um ou poucos ions sao transmitidos, mantendo-se o campo com um valor fixo ou variando-o
numa faixa estreita de algumas combinag¢des de valores apenas.
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FIGURA 10 | Diagrama esquematico mostrando as conexdes de voltagem de
corrente continua e radiofrequéncia entre os pares de barras de
um quadrupolo.

Configuragdes tipicas de instrumentos comerciais de CL-EM baseados na tecnologia de quadrupolos
incluem os sistemas de quadrupolo Unico e os sistemas de espectrometria de massas de triplo quadrupolo. Os
equipamentos de triplo quadrupolo (Figura 11) possuem dois quadrupolos (Q1 e Q2) separados por uma
camara de colisdo, onde um gas inerte (por exemplo argonio) pode serintroduzido para induzir dissociacao
dos ions formados na fonte de ions e transmitidos por Q1. Essa dissociacdo se da por meio da colisdo com as
moléculas do gas (collision-induced dissociation) e pode fornecer informacao estrutural importante.

153



154

OPTICA DE
TRANSMISSAO CAMARA DE COLISAO Q2

FONTE DE {ONS

FIGURA 11 | Diagrama esquemadtico representando um espectrometro de
massas de triplo quadrupolo.

Equipamentos de triplo quadrupolo introduzem a possibilidade de realizar espectrometria de massas
em sequéncia (EM/EM). Assim, como ja descrito anteriormente, os quadrupolos podem ser operados no
modo de varredura (scan) ou no modo de monitoramento de ions selecionados (S5/M). Com dois quadrupolos
em sequéncia (algumas vezes referidos como“em tanden’), as possibilidades de operacdo desses quadrupolos
sdo diversas:

Varredura de ions produto Product lon Scan)

Neste modo o primeiro quadrupolo (Q1) é operado no modo S/M, permitindo a transmissao de um
determinado ion precursor com razdo m/zescolhida. A camara de colisdo funcionara com certa pressao de
argdnio e com uma energia de colisdo que pode ser variada, de modo a induzir maior ou menor fragmentacao
doion precursor. Os fragmentos do ion precursor sdo entao transmitidos por Q2 que serd operado no modo
de varredura (scan), cobrindo uma faixa de massa cujo limite superior sera a razao m/zdo ion precursor. O
espectro de massas assim obtido é geralmente referido como espectro de massas de ions produto, antigamente
referido como espectro de ions filhos (daughterion spectra). Esse modo de aquisicao esta representado na
Figura12.

Camara
Q1 colisao Q2

|
IH,l

SIM c/ Argbnio SCAN

FIGURA 12 | Representacao esquemética do modo de aquisicao de varredura
de ions produto em um equipamento de triplo quadrupolo.



Modo de monitoramento de reacdo selecionada (SRM, Selected Reaction
Monitoring)

Neste modo de operacdo, geralmente utilizado para fins de quantificacdo, Q1 é operado no modo
SIM, permitindo a transmissdo de um determinado fon precursor com razdo m/zescolhida. Esse ion precursor
é entdo fragmentado na camara de colisdo. Um determinado ion filho com abundéncia adequada (escolhido
geralmente por meio da analise do espectro de ions produto) é entao selecionado para ser transmitido por Q2
ao detector (Figura 13). Desta forma, monitora-se a transi¢cao de um ion precursor a um ion produto. Qualquer
substancia presente naamostra que nao produza a transi¢do especificada ndo sera detectada, o que torna
essa modalidade de aquisicao extremamente seletiva, sendo muito adequada para amostras complexas, tais
como amostras extraidas de fluidos bioldgicos como plasma, sangue e urina, ou para quantificacdo em
matrizes complexas como extratos de plantas. Nesse modo de aquisi¢do, ndo sdo produzidos espectros de
massas, uma vez que apenas ions com razado m/zcorrespondente aos ions precursores e ions-produto estdo
sendo monitorados. O monitoramento (e quantificacdo) de varias substancias de forma simultanea pode ser
feito, incluindo analitos, padrao interno e ainda uma ou mais transi¢des de confirmacdo para cada analito. Esse
é o modo de aquisicao mais utilizado em equipamentos de triplo quadrupolo para fins de quantificacdo, tanto
pela sua elevada seletividade, quanto pela sensibilidade.

Camara Q2
colisao

_%_

—
—_—

SIM c/ Argdnio SIM

FIGURA 13 | Representacao esquematica do modo de aquisicao de
monitoramento de rea¢ao selecionada em um equipamento de
triplo quadrupolo.
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Modo de varredura de ions precursores (precursor ou parent ion scan)

Neste modo de operacdo, Q1 é operado no modo scan, configurado para transmitir ions com uma
determinada faixa de razdo m/z. A cdmara de colisdo é utilizada para fragmentacao e Q2 é operado no modo
SIM, para transmitir ao detector apenas um ion com uma determinada razao m/zselecionada (Figura 14). Esse
modo de aquisicao é normalmente utilizado para se avaliar quais ions precursores se fragmentam gerando o
mesmo ion produto. Um exemplo da utilidade desse modo de deteccdo é ainvestigacdo de substratos que
geram metabdlitos de um mesmo tipo, por exemplo, quais substratos serviram para glicuronidagao (neste
caso os glicuronideos se fragmentam, gerando um ion produto comum com m/z=177).

Camara
colisao

Ql
BN
>
S

SCAN ¢/ Argonio SIM

FIGURA 14 | Representacdo esquemdtica do modo de aquisi¢do de varredura
de ions precursores em um equipamento de triplo quadrupolo.

Modo de varredura por perda de neutros constante (Constant neutral loss)

Neste modo de aquisicao (Figura 15), ambos os quadrupolos sdo operados em modo scan, mas Q2 é
operado com uma diferenca de massa (offsed) de certo valor m. Dessa forma, um sinal sé sera transmitido por
Q2 e detectado, se um determinado ion precursor que tenha uma razdo m/zdentro da faixa de massa
selecionada para escaneamento em Q1 se fragmentar com perda de um fragmento de massa m. Esse modo
de operacgao pode ser utilizado para determinacao de uma classe de substancias que compartilhem algum
grupo funcional comum, que no processo de fragmentacdo gere uma mesma espécie neutra, como por
exemplo, alcoois, com perda de um fragmento neutro de 18 Da.
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FIGURA 15 | Representacdo esquemdtica do modo de aquisicdo de varredura
por perda de neutros constante em um equipamento de triplo
quadrupolo.

ANALISADORES DE APRISIONAMENTO DE [ONS (/ON TRAPS)

Enquadram-se nesta categoria uma variedade grande de analisadores de massa que utilizam uma
combinacdo de campos eletromagnéticos para armazenar e manipular ions em um volume reduzido de
eletrodos ou mesmo de multipolos (quadrupolos, hexapolos ou outros). Os jon trapsse dividem em traps3D
e trapslineares, esses Ultimos utilizando quadrupolos (ou multipolos de outras ordens) com eletrodos com
potencial mais elevado nas suas extremidades. Os jon traps 3D possuem geralmente dois eletrodos nas
extremidades (endcap electrodes) por onde os ions sao admitidos e ejetados respectivamente, e um eletrodo
central (ring electrode), como esquematizado na Figura 16. A introducao de certa pressao de um gds inerte
no volume de confinamento dos trapsleva ao aprisionamento dos ions por meio de um fenémeno conhecido
como resfriamento colisional (collisional cooling). As mesmas equacdes que descrevem o movimento de
fons em um quadrupolo de transmissao (equagdes de Mathieu) servem para descrever a trajetoria dos ions
em analisadores de aprisionamento de ions. O desenvolvimento dessa classe de analisadores teve que superar
alguns problemas iniciais, relacionados ao confinamento em um espaco limitado de um grande nimero de
ions (e a consequente repulsao entre eles), em uma situacao conhecida por efeito de carga/espaco (space-
charge effect). A grande vantagem dos analisadores de aprisionamento de ions é a possibilidade de realizar
experimentos de caracterizagao estrutural através da inducao de fragmentacao colisional sequencial de um
determinado ion precursor que pode ser enriquecido e aprisionado seletivamente no trap. O ion precursor
pode ser, posteriormente, fragmentado, gerando um espectro de massas, e a partir desse, um novo ion pode
ser escolhido para fragmentacao e assim sucessivamente, em um processo conhecido geralmente por EM",
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Este é fundamentalmente um processo de separacao de ions no dominio do tempo, ao contrario da
espectrometria de massas em tandemno espago, como descrito na secao intitulada Analisadores co Quadrpolos
deTransmissao (Quadrupolo Simples e Triplo Quadrupolo) para equipamentos de triplo quadrupolo. Atualmente,
tanto #rapslineares quanto 3D sao utilizados em uma variedade de configuracdes de equipamentos, incluindo
muitos modelos de espectrometro de massas hibridos.

Entrada de ions Inlet
para o trap _4® endcap

Ring z
electrode /y1
e

Exit endcap X

......... el

Ring
electrode

FIGURA 16 | Diagrama esquematico mostrando um corte transversal de um ion
trap 3D. Os eletrodos de entrada e de saida e o eletrodo em anel
(ring electrode) podem ser vistos, assim como a direcao das
coordenadas. Adaptado de: De Hoffmann & Stroobant, 2007.

ANALISADORES DE MASSA PORTEMPO DEVOO - ATV (7IME OF FLIGHT -
TOR

Os analisadores de massas por tempo de voo foram descritos inicialmente em 1946 (STEPHENS,
1946). Entretanto, foi apenas na década de 1980 que o interesse por esse tipo de analisador ressurgiu, em
grande medida devido ao desenvolvimento de técnicas de ionizacdo de dessor¢do como a ionizacdo por
dessorcao a /aserassistida por matriz (matrix-assisted laser desorption ionization, MALDI), e, posteriormente,
aionizacgao por eletronebulizacao (IEN). O analisador por tempo de voo é particularmente adequado auma
técnica de ionizacao pulsada como MALDI, e os equipamentos de MALD/-TOFforam, durante a década de
1980 e 1990, os principais instrumentos utilizados na andlise de biomoléculas de alto peso molecular,
encontrando aplicagdes importantes na area de protedmica. Os analisadores de tempo de voo se baseiam na
medida exata e precisa do tempo que ions com razdo m/zdiferentes levam para completar sua trajetoriaem
uma regido de deriva (regido do espectrémetro livre de campo, aonde os ions possuem velocidade constante)
apos sofrerem uma aceleracgéo. Esse tipo de analisador sofreu varios aperfeicoamentos para aumentar a sua
resolucao, a sua faixa dinamica (faixa de linearidade), sua velocidade de escaneamento e a sua eficiéncia
global de transmissdo de ions, mas atualmente é uma tecnologia bem estabelecida, sendo um dos
equipamentos mais utilizados quando o poder de resolucdo elevado se faz necessario. A Figura 17 mostra um



diagrama esquemadtico de um espectrometro de massas comercial com analisador de tempo de voo. Um dos
aperfeicoamentos importantes desse tipo de equipamento é a introducao de um reflectron, ou espelho de
fons, como é muitas vezes chamado. Esse equipamento se contrapde a dispersao inicial na distribuicao da
energia cinética dos ions de mesma razado m/zque ocorre no inicio de suas trajetérias e que contribui paraa
diminuicao da resolucao, sendo um dos aperfeicoamentos mais importantes para permitir o elevado poder
de resolucdo dos equipamentos atualmente disponiveis. O reflectronatua através do uso de uma série de
placas com campo elétrico estatico crescente que reverte a direcao da trajetdria dos ions. O reflectronfaz
com que fons com maior energia cinética penetrem mais ao longo de suas placas do que ions com menor
energia cinética inicial. Dessa forma, ions mais energéticos terdo uma trajetéria maior do que ions de mesma
razdo my/z, mas com energia cinética inicial menor, de forma que ambos acabam sendo refocados e exibem
o mesmo tempo de voo, aumentando assim a resolucao. O equipamento mostrado na Figura 16 possuiainda
um segundo espelho de ions, de forma que a trajetoria do feixe de ions tem um formato em “W" o que
aumenta bastante a resolucdo. embora a custa de perdas na sensibilidade.
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FIGURA 17 | Diagrama esquematico representando um espectrometro de
massas de tempo de voo comercial com reflectron. As setas
tracejadas indicam o sentido do feixe de ions. Adaptado de
Watson & Sparkman, 2007.

ANALISADOR DO TIPO ORBITRAP

Este analisador de massas de alto poder de resolucdo funciona de modo analogo a um analisador de
massas por ressonancia ciclotronica de ions por transformada de Fourier (F7-/CR MS), que é o padrao-ouro em
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termos de poder de resolucdo, mas com a vantagem de ndo necessitar de um magneto supercondutor e do
resfriamento criogénico associado ao magneto para a sua manutencdo. O principio basico da técnica de
ressonancia ciclotronica de ions por transformada de Fourier se baseia no fato de que ions com razéo m/z
diferentes irdo sofrer movimentos de precessao com frequéncias diferentes quando submetidos a um campo
magnético. Nesse movimento de precessao, os ions induzem um sinal com frequéncia e amplitude
caracteristicos, que decai ao longo do tempo. Apés a operacdo de transformada de Fourier, esse sinal é
convertido no dominio da frequéncia, e gera o espectro de massas, de forma analoga a transformacao de um
sinal de decaimento livre (free induction decay) em um espectro, na técnica de ressonancia magnética
nuclear por transformada de Fourier. O analisador do tipo Orbitrap consiste de um eletrodo externo e um
interno com forma de barril (Figura 18). Os ions sao introduzidos no trap em uma posicao deslocada do eixo
central do analisador com certa velocidade perpendicular ao eixo z, como mostrado na figura. Um potencial
elétrico constante é aplicado entre os dois eletrodos (nao existem campos magnéticos ou elétricos oscilantes).
Como esses possuem uma forma assimétrica, e a distancia entre eles aumenta em direcdo ao centro do
Orbitrap, os ions, apropriadamente, injetados (um #rap linear curvo, chamado de C trap é importante no
processo de injecao dos ions no Orbitrap) assumem uma trajetéria circular entre o eletrodo interno e externo,
oscilando na direcao Z (devido ainomogeneidade do campo elétrico resultante do formato dos eletrodos)
com uma frequéncia que é proporcional & massa do ion. lons com diferentes razées m/z oscilam com
frequéncias diferentes dentro do Orbitrap,induzindo uma corrente no eletrodo externo que pode ser medida.
Esse sinal é modulado em amplitude e frequéncia, e apds transformada de Fourier, de forma andloga a
espectrometria de massas por ressonancia ciclotronica, o espectro de massas é gerado. O Orbitrapé considerado
a Unica nova tecnologia em analisadores a surgir nos Ultimos 20 anos e possui caracteristicas de desempenho
impressionantes, incluindo poder de resolucao acima de 70.000, uma performance comparavel a técnica F7-
/CR MS, sem a necessidade de manter um magneto supercondutor para operagao.

FIGURA 18 | Representacdo da trajetdria de ions em um analisador do tipo
Orbitrap (Adaptado de: http://ca.wikipedia.org/wiki/
fitxer:Orbitrappe.png).



APLICACOES DA CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS.

CL-DAD

A cromatografia liquida (CLAE ou CLUE) equipada com detector de arranjo de diodos (DAD) é uma
técnicaamplamente utilizada na analise de produtos naturais, desde que o analito apresente grupos croméforos
que possibilitem a absorcdo de luz na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis), sendo muito empregada no
controle de qualidade de produtos de origem vegetal; porém, sua utilizacdo na identificacdo de substancias
é limitada, pois o CL-DAD fornece apenas o espectro UV-Vis de cada substancia como informacao estrutural,
0 que ndo é suficiente para a sua caracterizacao, pois varias substancias de um mesmo grupo quimico
apresentam espectros similares, impossibilitando sua distingdo. Os dados fornecidos pelos espectros na regido
do UV-Vis sdo importantes para a verificacdo de algumas classes de metabdlitos secundarios como flavonoides,
que de acordo com o perfil de absor¢ao no UV-Vis (Banda Il de 240 - 285 nm; absorcdo do anel A e Bandal de
300 - 550 nm; absorc¢ao do anel B), podemos inferir as classes quimicas como: flavonas (Banda I: 304 - 350
nm), flavonéis (Banda I: 328-357 nm), flavandis (Banda I: 352-385 nm), comparando-se com espectros de
referéncia (bibliotecas de espectros ou com padrdes), conforme Campos (2005).

As informacdes obtidas com essa técnica sdo complementares a outras técnicas hifenadas em
cromatografia liquida, como a espectrometria de massas (CL-EM), e a ressonancia magnética nuclear (CL-
RMN). A busca por informagdes mais completas sobre a estrutura de substancias levou ao acoplamento
com o espectrometro de massas (CL-DAD-EM). Um exemplo da aplicacdo da técnica de CL-DAD na
analise de produtos naturais foi a desreplicacdo por CL-DAD, complementada por CL-EM de alcaloides
colchicinoides na espécie Co/chicum crocifolium Boiss. (Colchicaceae), em que foram tracados os
fingerprints de quatro classes de colchicinoides, de acordo com o seu espectro de UV: tipo colchicina
_ 248 e 350); tipo androcimbina (UV_, 230; 260 e 290 nm); tipo fenil etil tetrahidroisoquinolina
(UV_,, 225 e 285 nm) e fotoisomeros da colchicina (UV . 228 e 266 nm), realizada por Alali et a/.

(€.
(2008).5.2 Identificacdo de flavonoides por CL-EMCom o recente desenvolvimento das técnicas de
ionizacdo a CL-EM" tornou-se uma poderosa ferramenta para a identificacao de flavonoides glicosilados.
De acordo com arevisao de Vukics & Guttman (2010), a CL-EM"tornou possivel a determinacgédo de varias
caracteristicas estruturais importantes como tipos de glicosilagao (O, C ou mista), tipos de unidades de
acucar (hexoses, desoxi-hexoses ou pentoses), a distribuicao dos residuos de agucar, sequéncia de glicanos,
ligagdes interglicosidicas, posicdo da glicosilacdo e a natureza da aglicona. Apesar das grandes vantagens
na aplicacdo de CL-EM"em relacdo a RMN e CL-RMN, com relagdo a sensibilidade, custo e facilidade de
uso, o fato dessa técnica ndo fornecer informacdes adequadas sobre a estereoquimica das moléculas,
torna necessaria a utilizacao de moléculas de referéncia ou da realizag¢do de analises complementares
em RMN.

A utilizacdo de CL-DAD-EM" possibilita tanto a obtencao de informacdes sobre a classe do flavonoide
pelo seu espectro UV-Vis, quanto os dados de fragmentagdo, importantissimos para as informacoes

anteriormente mencionadas.
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Como fase movel, de acordo com a revisao de Cuyckens & Claeys (2004), a utilizacao de eluentes
acidos como solugdes contendo acido férmico ou tampao acetato de amoénio apresentam melhores
resultados, ao passo que a adicdo de eluentes basicos influenciam negativamente tanto para a separacao
na CL, quanto ao processo de ionizacdo em IEN. A técnica de ionizacao IEN proporciona maior sensibilidade
e baixa fragmentacdo, tornando-a mais adequada para inferir a massa molecular dos flavonoides separados,
especialmente no caso em que as concentragdes sao baixas. O pico com a razao massa/carga (/m/2) mais
elevada nem sempre corresponde ao ion gquasimolecular, pois pode ocorrer a cationizagdo no modo positivo,
assim como a anionizacdo no modo negativo com as moléculas do(s) solvente(s) da fase moével. Um
aumento na tensao do cone reduz a incidéncia de cationizagdo/anionizacao. O método de ionizagao
positivo contém mais informagoes estruturais do que no modo negativo, assim sendo o uso combinado de
ambos os modos de ionizacgdo, fornece maior embasamento para a determinacdo da massa molecular,
especialmente para substancias de menor razao massa/carga, em que o nivel de ruido é maior. O tempo de
reten¢do nas colunas de fase reversa C-8 e C-18 (as mais utilizadas) também podem fornecer informacgdes
estruturais importantes, em que as substancias mais polares eluem primeiro, o tempo de retencao é
inversamente proporcional com o aumento da glicosilagao e diretamente proporcional com o aumento de
metilagcdo, acilagao ou prenilacao.

A coluna cromatografica é fundamental para a qualidade da analise, colunas com muitos grupos
silandis residuais nao protegidos prejudicam a qualidade da separacao. As colunas mais utilizadas sao as de
fase reversacom 3 a 4,6 mm de diametro interno, muitas vezes com um divisor de fluxo (sp/i?) para tornar
as taxas de fluxos compativeis com o espectrémetro de massas, sendo que a proporcéo de fluxo desviada
pode ser passada através de um detector de arranjo de diodos, ao invés de descarta-lo, pois os flavonoides
apresentam alta e caracteristica absorcao na regiao do UV (200-380 nm), fornecendo informagdes sobre o
tipo de aglicona e o seu padrao de oxigenacao e substituicdo nos anéis A e B.

Identificacdo estrutural de flavonoides por EM/EM

Modo de ionizagao positivo

As fragmentagdes mais Uteis em termos da identificacdo da porcao agliconica de flavonoides sdo as
gue promovem a clivagem de duas ligagdes C-C do anel C, resultando nos ions informativos “A* e "B* onde
asletrasiejaesquerda representam as ligagoes clivadas em C (Figura 19). Estes ions podem ser racionalizados
por intermédio de reagdes de retro-Diels-Alder (RDA) e sdo os principais fragmentos diagnosticos para a
identificacao de flavonoides, uma vez que esses fornecem informacdes sobre o nimero e tipo de substituintes
nos anéis A e B. Além desses ions, sdo observadas perdas de pequenas moléculas e/ou radicais a partirdo ion
quasimolecular[M+H]*, como por exemplo H,O (-18 u*),CO (-28 u) e C,H,0 (-42 u), as quais possibilitam a
identificacdo de grupos funcionais especificos como metoxi, através da perda de 15 u (CH,) a partir do ion
precursor.

4 Unidade de massa atdbmica (u): equivalente a Dalton (Da).



Modo de ionizagcao negativo

Fabre etal (2001) estudaram o perfil de fragmentacdo no modo negativo a partir do ion guasimolecular
[M-H] de varias agliconas (flavonas, flavonois e flavanonas) empregando IEN-EM" com a utilizacdo de um
analisador de massas /on Trap. A clivagem do anel C, por mecanismo de RDA, conduz aos ions A e "B,
fornecendo informagdes sobre o nimero e tipo de substituintes nos anéis A e B,onde as letrasie ja esquerda
representam as ligagées rompidas noanel C.

Ofragmento A" é o principal fragmento observado no modo negativo, enquanto o fragmento %*B é
caracteristico de isoflavonoides (HUGHES et a/, 2001). O grau de hidroxilacdo no anel B influencia a
fragmentacao. Em flavondis contendo uma ou mais hidroxilas no anel B, como por exemplo quercetina,
fisetina e miricetina podem ser observados os ions [?A-H] e ["?B+H] (CUYKENS et a/, 2000; FABRE et a/,
2001) enquanto no caso de um anel B ndo substituido, a energia necessaria para obter a fragmentacao é
muito maior, levando a muitos ions produto (HUGHES et a/, 2001), ocorrendo em alguns casos a clivagem
direta da ligacdo entre os anéis B e C, gerando o fragmento [M- anel Bl (SCHIEBER et a/, 2002 ). Perdas de
pequenas moléculas neutras como CO (-28 u), CO, (-44 u), C,H,O (-42 u), sdo importantes nesse processo de
caracterizacdo como a verificacdo de presenca de metilas por meio da perda de 15 u, resultando em um
radical [M-H-CH3]" que geralmente consiste no pico base (CUYCKENS et a/, 2000; FABRE et a/, 2001; JUSTESEN,
2001). Justesen (2001) avaliou o perfil de fragmentacao de 10 flavonoides metoxilados a partir do ion
quasimolecularIM-H] e verificou comportamentos de fragmentacao diferentes entre isbmeros, mas a posicao
exata do grupo metoxila ndo péde ser determinada sem a comparacao com padrées de referéncia ou analises
de RMN. Outra observacéo foi a dificuldade na identificacdo de flavonoides prenilados em modo negativo,
pois nao foi observada a clivagem do substituinte isoprenila.

02
X b

OH

FIGURA 1 | Nomenclatura de fragmentacao de heterosideos flavonoides (apigenina 7- G-rutinosideo),
extraida de Cuyckens & Claeys (2004).

Na analise estrutural de flavonoides os espectros obtidos no modo de ionizacdo positivo com
fragmentacao por DIC (dissociacdo induzida por colisdo) sdo os mais utilizados, por serem mais faceis de
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interpretar em relagdo ao modo negativo. Com relacdo ao modo negativo sdo necessdrias maiores energias
de colisdo para possibilitar fragmentacao adequada, além de que alguns ions observados no modo positivo
importantes para a identificacdo estrutural ndo sao observados em modo negativo (CUYCKENS & CLAEYS,
2004).

O modo de ionizagdo negativo, entretanto, é mais sensivel em analises envolvendo flavonoides,
devido as suas caracteristicas quimicas como o presenca de hidroxilas fenélicas, comumente presentes nesta
classe de metabdlitos que favorecem aionizagdo em modo negativo, com a presenca do ion quasimolecular
[M-HI, além de apresentar um padrao de fragmentacdo diferente, fornecendo informagées adicionais e
complementares ao modo positvo (FABRE et a/, 2001).

ANALISES EM CL-DAD-IQPA-EM

Li et a/ (2010) desenvolveram e validaram um método empregando cromatografia liquida com
deteccao por arranjo de diodos (DAD) acoplada a espectrometria de massas com ionizacgao por IQPA, permitindo
aidentificacdo e quantificacdo de iridoides glicosilados na espécie Lamiophlomis rotata(Benth. ex Hook. f.)
Kudé (Labiatae), utilizada na China para promover hemostasia e aliviar dores. Essa espécie apresenta como
constituintes majoritarios iridoides e flavonoides. Conforme estudos, os flavonoides seriam os responsaveis
pela atividade analgésica e os iridoides pela atividade hemostatica, indicando a necessidade de se analisar
esses constituintes na planta. Os espectros de UV caracteristicos de iridoides glicosilados, contendo grupo
carboxilico na posicao 4, apresentam somente uma forte absorcdo na regido entre 230-240 nm, sendo entdo
selecionado o € = 238 nm, para a deteccdo em DAD, a qual foi utilizada para quantificacao dos iridoides
glicosilados. A deteccdo por espectrometria de massas foi utilizada para identificar iridoides glicosilados em
L. rotata(derivados do shanzisideo e loganina) comparando-se os dados obtidos com padrdes, além disso,
foram observados quatro iridoides nao identificados por apresentarem espectros de UV caracteristicos da
classe.

Ouyang et al. (2007) determinaram triptolideo e tripdiolideo (diterpenos diepdéxidos) em extratos da
planta 7rjpterygium wilfordiiHook.f. (Celastraceae), utilizada na Medicina Tradicional Chinesa como anti-inflamatéria
e imunossupressora, com a utilizacdo de um método baseado em CLAE-IQPA-EM, desenvolvido com padrdes
comerciais destas substancias, onde foram observados em modo negativo de ionizacdo ions moleculares
desprotonados [M-H] (triptolideo: m/z359; tripdiolideo: m/2375) e ions desprotonados seguidos da perda de uma
molécula de agua [M-H-H_OJ (triptolideo: /2341 e tripdiolideo m/z357).

Lai et al (2007) realizaram a identificacdo dos flavonoides e acidos cafeoilquinicos majoritarios em
trés espécies da familia Asteraceae: Chrisanthemum morifolium Ramat. (folhas e flores), Chrisanthemum
coronariumL. (folhas) e Artemisia annual. (folhas) através de CL-DAD-IQPA-EM, sendo a identificacdo das
substancias realizadas por meio da comparacao do tempo de retencao, espectro de UV-Vis e espectro de
massas com padroes de referéncia e dados da literatura. Os principais constituintes em A. annual.foram os
flavonoides quercetina- O-glicosideo, rhamnetina, crisosplenol D e luteolina 7,4'-dimetil éter; em C coronarium
0 acido clorogénico e os acidos 1,3; 1,5 e 3,5 di-O-cafeoilquinicos e em C. morifolium o acido clorogénico,
luteolina e seus derivados glicosilados, linarina, apigenina e o acido 3,5-di- O-cafeoilquinico.

Por meio do desenvolvimento de metodologias, empregando CLAE-IQPA-EM, foram identificadas
varias saponinas triterpénicas (astragalosideos) e isoflavonoides em raizes de plantas do género Astragalus



(Fabaceae) utilizada na medicinal tradicional chinesa como antiperspirante, diurético e ténico (XU et a/, 2007;
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ANALISES EM CLAE-DAD-IEN-EM E CLAE-DAD-IEN-EM/EM

Gobbo-Neto & Lopes (2008) desenvolveram um método para a identificacdo on/inede derivados do
acido quinico (acidos clorogénicos), lactonas sesquiterpénicas e flavonoides em Lychnophora ericoidesMart.
(arnica brasileira), familia Asteraceae, popularmente utilizada como anti-inflamatério tépico, por meio de
analises em CLAE-DAD-IEN-EM e CLAE-DAD-IEN-EM/EM, operando nos modos de ionizagao negativo e positivo
e com analisador por tempo de voo (ATV), as quais foram utilizadas para a identificacdo dos picos
cromatograficos em comparacdo com padrdes de referéncia e dados da literatura, a partir dos dados de
absorcao no UV-Vis, massa exata do ion quasimolecular, perfil de fragmentacdo e ordem de eluicdo em
colunas C-18, assim como validaram um método em CLAE-DAD para a quantificacdo de alguns destes
metabdlitos secundarios. Os dados de algumas substancias identificadas estdo apresentados na tabela 2.
Gobbo-Neto (2007) com a aplicacdo de técnicas hifenadas CLAE-DAD, CLAE-DAD-EM e CLAE-DAD-EM/EM
avaliou ainfluéncia populacional e temporal (circadiana e sazonal) no metabolismo secundario de Lychnophora
ericoidesMart. (Asteraceae).

TABELA 2 - Dados de UV-Vis, massa exata do ion guasimoleculare perfil de fragmentacao (modos negativo
e positivo utilizados na identificacao de alguns flavonoides e lactonas sesquiterpénicas de Lychnophora
ericoides -dados obtidos a partir do trabalho de Gobbo-Neto (2007) e Gobbo-Neto & Lopes (2008).

Substancia v Ionizacio positiva Fragmentacio modo positive Tonizacio Fragmentacio modo
damiix (massa exatna) negativa (massa negativo
exata)

Flavonoides

Vicenina -2 271; [M+H]" [M-H] 593.1518 25 eV: 593—575, 503,

334 595.1655(pb) (pb) 473 (pb). 383, 353
[M+H-H,0]" 577 409
6.8-di-C-P-glicopiranosil ~ 272: [M+ H]J"579,1708 15 eV: 579 =561, 543,525,513,  [M-H] 577,1570
crisina 317 (pb) 507,495,465, 459, 441 (bp). 411, (pb)
[M+H-H.0]" 561 393
1ocembrina 289: [M+H] 257,0805 - [M- H] 255.0650
326 sh (pb) SIBS- 171,
Pinostrobina 290; [M+H]"271.0977 15 eV: 271—167 (pb), 131 - -
330sh {pb)
[M+Na]~ 293

Lactonas sesquiterpénicas

Centraterina 269 [M +H]" 375.1452 15eV: 375—275,257, 239,229 [M-H] 373,1272 -

(pb) (pb), 211, 201, 183 (pb)
[M +Na]* 397
4,5-diidro-15- 264 [M +H]* 347,1501 15 eV: 347261, 243, 233, 215 - -
desoxigoyazensolido (pb); [M +Na]™ 369 (pb). 197, 187, 159
4.5-diidrolychnopholido 264 [M +H]" 361.1644 10 eV: 361261, 243, 233, 215 - -
(pb): [M+Na]~ 383 (pb). 197, 187, 169
4,5 diidroeremantolido 265 [M+ H] ™ 349.,1660 12 eV: 349—331, 189 (bp), 161, [M-H]- -
& [M+H-H;O0]" 15 eV: 331 — 285,257,217, 189 347,1497 (pb)
331(pb) (bp). 161.

sh =ombro bp = pico base
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Moraes et al. (2009) desenvolveram um método para a identificacdo de constituintes fendlicos
(flavonéides e derivados do acido quinico) em quatro espécies do género LychnophoraMart. (L. candelabrum
Sch. Bip., L. pohliiSch. Bip., L. pseudovillosissima Semir & Leitdo e L. villosissimaMart.),em que os flavonoides
foram identificados comparando-se os dados de UV, EM e EM/EM com padrdes de referéncia. Os derivados do
acido quinico foram identificados comparando-se os dados de EM e EM/EM com o esquema hierarquico de
identificacdo desenvolvido por Clifford ez a/ (2003), aliado aos espectros de UV e perfil de eluicdo em coluna
C-18.Também foram identificadas lactonas sesquiterpénicas por meio de seu perfilem UV (¢ _ 268 nm),
assim como a comparacdo de ions precursores e ions fragmentos (EM/EM) em comparacdo com dados da
literatura (CROTTI et a/, 2005). Os cromatogramas obtidos estdo apresentados na figura 20 e as substancias/
classes quimicas identificadas na tabela 3.
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FIGURA 20 | Cromatogramas obtidos nas analises em CLAE-DAD-IEN-EM
(deteccao UV) dos extratos de L. candelabrumSch. Bip., L. pohlii
Sch. Bip., L. pseudovillosissimaSemir & Leitao e L. villosissima
Mart., extraido de Moraes et a/. (2009).



TABELA 3 - Comparativo das principais substancias identificadas nas analises em CLAE-DAD-EM e CLAE-
DAD-EM/EM das espécies vegetais: Lychnophora candelabrum, L. pohlii, L. pseudovillosissimae L. villosissima,
extraida de Moraes et al. (2009).

L L. L L.

ol e 2 candelabrum  pohlii  pseudovillosissima  villosissima

Derivados do acide quinico

Acido 3-cafecilquinico X X X X
Acido 3-cafeotlquinico X X X X
Acido 4-cafeoilquinico X X X X
Acido 4-feruloilgquinico X

Acido 3- feruloilquinico X X X
Acido 3 4-dicafeotlquinico X X X X
Acido 3,5-dicafeoilquinico X X X X
Acido 4,5-dicafeoilquinico X X X X
Acido cafeoilferuloilquinico X X X X
Acido diferuloilquinico X

Flavonoides

Vicenina-2 X X X X
6,8-di-C-F-glicosilerisina X X X X
Quercetina-3-0-glicosideo X X X
Quercetina-3-O-metil-éter X X X

Pinocembrina X X

Tilirosideo X
3-0-(0"-0-E-p-cumaroil)-p- X X
glicosilisoramnetina g 3
Lactonas

Centraterina X X

Lychnopholideo X

CLAE-FIPA-EM NA ANALISE DE PRODUTOS NATURAIS

Rauha et a/ (2001) aplicaram a APPI na analise dos flavonoides catequina, isoramnetina, vitexina,
isoquercetrina e luteolina-3'7-diglicosideo e avaliaram o efeito da fase mével utilizada na cromatografia
liquida na eficiéncia da ionizacao em IQPA e FIPA. Nas analises em FIPA, operando no modo negativo foram
observados ions quasimoleculares([M-HJ]), indicando que reacdes de transferéncia de prétons emfase gasosa,
seja o principal mecanismo de ionizac¢ao. Foi também observada a formacéo de anions com acido formico em
alguns eluentes e a presenca de ions [2M-H] de agliconas. Com relacdo ao efeito do eluente em FIPA, no
modo negativo, as melhores respostas para as agliconas foram obtidas com a dgua pura. A adicdo de acetato
de amonio reduziu a sensibilidade, entretanto, para glicosideos respostas significativamente maiores foram
obtidas com hidréxido de aménio, comparando-se com o eluente sem hidréxido de aménio. Os flavonoides
foram ionizados com eluentes basicos, mas a retencao na coluna de fase reversa em C-18 torna-se fraca,
comprometendo a resolucdo da separacao na cromatografia liquida. O decréscimo da sensibilidade sobre
condigbes acidas pode estar relacionado a neutralizagao das cargas negativas por ions hidrénio (H,0*). No
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modo positivo de ionizacdo foram observadas, majoritariamente, moléculas protonadas dos flavonoides, ndo
sendo observados cations radicais, o que indica que o principal mecanismo de ionizacdo seja a transferéncia
de prétons entre moléculas protonadas do eluente e os analitos. A fragmenta¢ao dos analitos no modo
positivo foi mais intensa do que no modo negativo. Foi observado aumento da sensibilidade com o emprego
de dopantes (tetrahidrofurano e tolueno) na ordem de 10-100 vezes, indicando que a reacéo inicial de
ionizacdo seja de um cation radical do dopante, que foi observada a melhor sensibilidade com o tolueno
(cerca de 2 vezes maior), embora o THF possa ser utilizado.

Outro exemplo da aplicacdo da CL-FIPA-EM na andlise de produtos naturais foi o trabalho desenvolvido
por Rhourri-Frih et a/ (2009) que realizaram a triagem e a quantificacao de triterpenos pentaciclicos dos
grupos lupano, oleano, ursano e friedelano em trés extratos de espécies vegetais. As primeiras analises foram
realizadas no modo scan, em que os principais triterpenos foram identificados por meio de seus espectros nos
modos de ionizagdo positivo e negativo e dos tempos de retencdao em comparagdao com padrdes. Foram
também comparadas as fontes de ionizacdo FIPA e IQPA na analise destes triterpenos, onde foi observado que
ambas as fontes apresentaram sensibilidade na analise dos triterpenos através de CL-EM. A otimizacao da
fonte IQPA foi simples, bastando ajustar a temperatura da fonte e a corrente da agulha de descarga corona, ja
a otimizacao dafonte FIPA foi mais complicada, devido ao maior nimero de parametros a serem avaliados,
destacando-se a temperatura da fonte e a natureza do dopante. A fonte FIPA foi mais sensivel no modo de
ionizagao positivo, porém a IQPA apresentou elevada sensibilidade para acidos triterpénicos no modo negativo.
O estudo mostrou que ambas as fontes podem ser utilizadas na determinacdo desses metabdlitos em extratos
vegetais.
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INTRODUCAO

A utilizagado de espectrometria de massas (EM)
com ionizagao por electrospray (ESI) vem se
disseminando pelas mais diversas areas da ciéncia,
aparecendo como um dos principais métodos de
ionizacdo comercialmente disponiveis. A
espectrometria de massas, por ser um método de
alta sensibilidade e especificidade, possibilita
determinar uma substancia mesmo em amostras
complexas, podendo ainda ser empregada na
elucidagdao estrutural quando associada a
espectrometria de massas em sequéncia (tandem).
O estudo dos mecanismos de fragmentagdo constitui
uma ferramenta para a elucidacgao estrutural. Neste
contexto, a compreensdo do mecanismo de
fragmentacéo dos alcaloides isoquinolinicos possui
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importancia para a quimica de produtos naturais e também para a area biomédica. Isso se da porque a
atividade biolégica de plantas que contém estes alcaloides vem sendo explorada pela industria farmacéutica
e também porque muitos farmacos como a morfina, codeina, papaverina entre outras pertencem a classe dos
alcaloides isoquinolinicos. Esse fato cria a necessidade de explorar técnicas e aplicagdes modernas de ionizagao
por electrospray acoplada a espectrometria de massas (em tandem), para a elucidacdo de parametros
farmacoldgicos dessas substancias como cinética e dinamica, bem como metabolismo. O presente capitulo
fornece uma visao geral baseada na literatura atual sobre os mecanismos de fragmentacao de alcaloides
isoquinolinicos por espectrometria de massas com ionizacdo por electrospray

Em termos gerais, os alcaloides sdo substancias tipicamente derivadas de fontes naturais, com
caracteristicas basicas, contendo um ou mais atomos de nitrogénio (usualmente em anéis heterociclicos).
Porém algumas substancias sintéticas ndo encontradas em plantas podem ser classificadas como alcaloides
(p.ex.: hematropina). Frequentemente, os alcaloides apresentam efeitos fisioldgicos marcantes para o homem
e animais (EVANS, 2009).

Os primeiros alcaloides isolados datam do século 19, sendo eles a narcotina, isolada em 1803 e a
morfina (1) (Figura 1), um alcaloide benzilisoquinolinico, isolada em 1806 e 1816. Nos anos seguintes, varios
alcaloides foram isolados, principalmente por Pelletier e Caventou, tais como: estricnina (1817), emetina
(1817), brucina (1819), piperina (1819), cafeina (1819), quinina (1820), colchicina (1820) e coniina (1826). A
coniina foi o primeiro alcaloide a ter a sua estrutura determinada (1870) e sintetizada (1889). Atualmente,
com métodos e equipamentos mais avancados a investigacdo dos alcaloides tem sido facilitada (EVANS,
2009).
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FIGURA1 | Alcaloides benzilisoquinolinicos morfina (1), derivados morfinanos
(2-11), outros derivados opioides (12-13) e isoquinolina (14).



Os alcaloides isoquinolinicos sao substancias aromdticas heterociclicas possuindo um anel benzeno
fundido a um anel piridinico (Figura 1). Os alcaloides isoquinolinicos mais conhecidos sdo os alcaloides do
opio, dentre os quais se destacam a morfina (1) e a papaverina (13), além de seus derivados. A isoquinolina
(14), de odor levemente adocicado, foiisolada pela primeira vezem 1885 do alcatrao de hulha. Os alcaloides
isoquinolinicos sdo uma familia atualmente composta por mais de 400 substancias com as mais variadas
atividades bioldgicas: antimalarica, anti-HIV, inseticida, antitumoral, antimicrobiana, antileucémica e anti-
Parkinsoniana (BENTLEY, 1992).

Por apresentarem uma grande variedade de origens botanica e bioquimica, de estruturas quimicas
e de atividade bioldgicas, diferentes sistemas de classificacdo sao possiveis para os alcaloides isoquinolinicos.
Genericamente agrupados em alcaloides ndo-heterociclicos (pseudo-alcaloides ou aminas biolégicas) e
alcaloides heterociclicos, esse ultimo grupo pode ser ainda dividido em 14 classes, de acordo com a
estrutura do anel (EVANS, 2009).

Muitas plantas utilizadas tradicionalmente contém alcaloides isoquinolinicos, com destaque
para a Papaver somniferumL. (Papaveraceae). Paralelamente ao estudo das atividades bioldgicas das
plantas utilizadas tradicionalmente, as técnicas de isolamento e identificacdo de substancias extraidas
de fontes naturais tiveram uma evolucao marcante no ultimo século, com destaque para as técnicas

hifenadas.

As técnicas de ESI-EM e ESI-EM"

Aionizacéo por efectrospray (ESI) combinada com espectrometria de massas (EM) foi introduzida em
1984 e poucos anos se passaram para que aimportancia desse método fosse reconhecida (YAMASHITA &
FENN, 1984; SMITH et a/, 1988).

Recentemente, ESI-EM tem se difundido as mais diversas areas da ciéncia, aparecendo como um dos
principais métodos de ionizacdo comercialmente disponiveis (CROTTI et a/, 2006; GATES et a/, 2006). A
importancia dessa técnica reflete-se no nimero crescente de artigos publicados, sendo a mais utilizada da
ultima década. Além disso, a utilizagao para o estudo de produtos naturais atinge em torno de 7% do total de
artigos que aplicam essa técnica, seja para simples determinacdo do peso molecular e/ou quantificacdo de
substancias (CROTTI et al, 2006).

Embora os espectros obtidos nesse método de ionizacdo fornecam um baixo grau de fragmentacao,
essa técnica também pode ser empregada na elucidagao estrutural quando associada a espectrometria de
massas tandem (ESI-EM") (STEVIGNY et a/, 2004).

Atualmente a ESI é considerada um método rapido de ionizagao, podendo ser utilizado para uma
variedade de substancias (desde proteinas e peptideos até moléculas organicas de baixo peso molecular, tais
como os produtos naturais). Na analise de alcaloides, a ESI-EM foi empregada pela primeira vez ha mais de
uma década, sendo considerada desde entdo como uma técnica poderosa na determinagao estrutural de
alcaloides (WILSON et al, 1992; ZHOU & HAMBURGER, 1996).

A espectrometria de massas por ser um método de alta sensibilidade e especificidade possibilita
determinar uma substancia mesmo em amostras que ndo apresentam alto teor de pureza. Uma das ferramentas
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paraa elucidacao estrutural é o estudo dos mecanismos de fragmentacéo, sendo esses determinados através
de marcacdes especificas com isétopos estaveis (POEAKNAPO et al, 2004; HESSE et a/, 1997).

Classes de alcaloides isoquinolinicos

Os alcaloides sao, em sua maioria, substancias bioativas, e os alcaloides isoquinolinicos exibem grande
variedade de atividades biolégicas (BRUNETON, 1999). Praticamente todos os alcaloides isoquinolinicos (com
excecdo dos naftilisoquinolinicos) sao biossintetizados a partir da tirosina (BENTLEY, 1998). Podem ainda ser
divididos de acordo com o numero de insaturagdes na estrutura basica em:isoquinolinicos, diidroisoquinolinicos
e tetra-hidroisoquinolinicos. Constituem um dos grupos mais numerosos e de maior variedade estrutural
dentre os alcaloides, podendo ser divididos e classificados em mais de 20 subgrupos, dentre os quais serdo
abordados neste trabalho: benzilisoquinolinicos (morfinanos e outros), aporfinicos, oxaporfinicos, aporfino-
benzilisoquinolinicos, bisbenzilisoquinolinicos, berberinicos, protoberberinicos, secoberberinicos, tetra-
hidroprotoisoquinolinicos, benzofenantridinicos, protopinicos, ftaloisoquinolinicos, espirobenzilisoquinolinicos,
pavinicos, entre outros (BENTLEY, 1992; BENTLEY, 1998; BRUNETON, 1999).

Objetivo e escopo

A compreensdo do mecanismo de fragmentacdo dos alcaloides isoquinolinicos possuiimportancia
para a quimica, mas também para a area biomédica. Os estudos de plantas que contém esses alcaloides sdo
frequentes e de acordo com o aumento de sua utilizacdo pela industria farmacéutica (FABRE et a/, 2000),
como é o caso da Eschscholzia californica Cham. (Papaveraceae) usada como sedativa e ansiolitica, sem
efeitos toxicos (VINCIERI et a/, 1988; ROLLAND et a/, 1991).

O objetivo dessarevisao consiste em agrupar as informacgdes de diversos trabalhos sobre os mecanismos
de fragmentacdo dos alcaloides isoquinolinicos, utilizando ESI-EM, nos modos positivo e negativo, acoplados
adiversos analizadores, tais como, jon trap (IT), triplo quadrupolo (TQ), tempo de voo (TOF) e de ressonancia
ciclotrénica de ions com transformada de Fourier(FT-ICR).

Alcaloides benzilisoquinolinicos

Dentre os alcaloides isoquinolinicos, os benzilisoquinolinicos constituem um dos grupos de maior
destaque, com grande nimero de estudos quimicos e biolégicos. Também conhecidos como alcaloides
do 6pio, sdo representados principalmente pelos derivados morfinanos, tais como a morfina (1), a codeina
(2), amorfinona (3), a codeinona (4), a neopinona (5), a tebaina (6), a oripavina (7), a salutaridina (8), o
salutaridinol (9), o 7-C-acetil salutaridinol (10) e o dextrometorfano (11) (Figura 1). Embora sejam
biossintetizados a partir da tirosina, via benzilisoquinolinicos, tanto a morfina quanto a codeina podem
ser considerados também derivados fenantrénicos (FABRE et a/, 2000; HENRIQUES et a/.,, 2002). Outros
alcaloides benzilisoquinolinicos, tais como a papaverina (13) (Figura 1), escolamidina (15), tembetarina
(16) e a reticulina (17) também sao importantes, quimica e biologicamente (WICKENS ez a/, 2006)
(Figura 2).
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FIGURA 2 | Alcaloides benzilisoquinolinicos escolamidina, tembetarina e
reticulina (15-17).

No estudo desenvolvido por Raith eta/. (2003), foram obtidos espectros de alta resolugdo das moléculas
protonadas [M+H]* de derivados morfinanos. Trabalhando no modo zandem(EM"), foram comparados espectros
obtidos por equipamento de captura de ions (/on trap - IT) aos obtidos por analisadores do tipo (TQ). Os
alcaloides morfinanos possuem um nitrogénio bdsico, podendo ser assim investigados por ESI no modo
positivo, apresentando alta sensibilidade (< 1 ng/mL). De acordo com os resultados obtidos, os alcaloides
foram agrupados em 4 subgrupos, que serao detalhados adiante.

Morfina e codeina

Os alcaloides 1 e 2 mostraram uma fragmentacdo bastante similar, visto que a codeina (2)
possui apenas um grupo metilico adicional em compara¢ao com a morfina (1). A maioria dos fragmentos
encontrados para 1 também sdo detectados para 2 com diferenca de 14 u (Figura 3). As formulas
moleculares para os fragmentos foram determinadas por intermédio de experimentos, usando Q-TOF
e FT-ICR (alta resolucao). Em estudo posterior do mesmo grupo, utilizando a técnica de dissociacao
multiféton no infravermelho (IR-MPD), de alta resolucdo acoplada a ESI, foi mostrado que a fragmentacao
foi similar ao TQ (WICKENS et a/, 2006). O ion [M+H-H,O]* formado pela perda de H,O na posicdo 6 ¢
encontrado apenas em IT - EM2, Os fragmentos do tipo a sdo formados pela quebra do anel piperidinico
e perdade amina (CH,CHNHCH,, Am =57 u), tais fragmentos sido detectados para todos os derivados
morfinanos e desempenham um papel crucial nessas vias de fragmentacao. Fragmentos [a-2H]* ndo
sao encontrados para IT, mas séo em TQ (EM/EM). A partir do ion a, a perda de H,O leva ao fragmento b
e a perda de CO leva ao fragmento c. Ambas as rotas convergem ao fragmento e pela perdade CO e
H,0/MeOH do ion a, respectivamente. O ion [e-H,O]* com m/z 165 representa o fragmento mais
abundante em TQ, Q-TOF e FT-ICR, enquanto o fragmento [e-CO]* com m/z 155 é especialmente
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abundante no TQ-EM/EM. Os ions d com m,/z185 ou 199 sao gerados de forma independente a partir
de a. A partir de a ou [M+H-H,Ol*, IT EM® gera b, mas o fragmento ¢ s6 é gerado a partir de a (RAITH et
al, 2003). Os ions f (m/z58) e g (m/z44), representando partes do anel piperidinico, sdo exibidos no
espectro de massa do TQ, mas nao no IT (EM?), porque esses ions estdo abaixo do limite de deteccao
para o jon trap (m/z< 75). Em geral, o IT (EM?) mostra mais fragmentos de alta massa do que as outras
técnicas, além disso, os fragmentos a-2H nao ocorrem em IT (RAITH et a/, 2003).

A marcacao isotdpica com *C dos precursores da morfina (1) e da codeina (2) permitiu, por meio
da espectrometria de massas, a identificacdo de todos os principais ions fragmentos desses alcaloides
sem ambiguidade e também permitiu conhecer o destino dos atomos de isétopos pesados
individualmente (Figura 3) (POEAKNAPO et a/, 2004). Em experimentos de incorporagdo de precursores
biossintéticos da codeina em P somniferumforam preparados derivados marcados em *C_, *C, °C, e
realizados utilizando espectrometria de massas de alta resolucao ESI-IR-MPD e ESI-FT-ICR (POEAKNAPO
et al., 2004).

Morfinona, codeinona e neopinona

O espectro da morfinona (3) é muito similar ao da codeinona (4), com diferenca de massa de
14u (Figura 4). A codeinona e a neopinona (5) apresentam mecanismo de fragmentacao similar, pois
diferem entre si pela posicdo de apenas uma dupla ligagcdo, mas a intensidade dos picos é o ponto
diferencial dos espectros desses isomeros estruturais (RAITH et al, 2003). Apesar dos picos principais
ocorrerem em ambos (IT e TQ), os espectros apresentam diferencas. Em relacdo aos mecanismos de
fragmentacdo, ocorre: a) eliminacdo de C,H.NHCH, formando o ion do tipo a-2H, que é encontrado
para morfinona (3) e codeinona (4), somente através de TQ (EM/EM); b) O pico base do TQ - (EM/EM) da
morfinona (m/z227), codeinona e neopinona (/m/z241) esta representado pelo ion do tipo a (RAITH ez
al, 2003).

Tebaina e oripavina

A presenca de duas ligagdes duplas no anel Cimplica numa fragmentacao completamente diferente
e mais simples quando comparada com a morfina e seus analogos até aqui discutidos (RAITH et a/, 2003). No
processo de fragmentac¢ao ocorre (ver Figura 3 para referéncia): a) perda de CH,NH, gerando os ions do tipo
ade m/z281 e 267 [M+H-31]* para tebaina (6) e oripavina (7), respectivamente, ambos picos base em IT-EM?
b) o ion f de m/z58 corresponde ao pico base de ambas as substancias no espectro de massas em TQ; ¢)
eliminacao do grupo metdxi formando o ion [a-CH,OH] ocorre na tebaina; d) o ion cem m/2249 é encontrado
tanto na fragmentacao de tebaina como oripavina, o qual € derivado de [M+H-31]* pela perda de H,O ou
CH,OH (RAITH et a/, 2003).
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FIGURA 3 | Mecanismos de fragmentacao dos alcaloides 1 e 2 utilizando ESI
baseados em experimentos de EM/EM de alta resolucéo (fonte:
RAITH et al, 2003). As estruturas propostas para os fragmentos de
morfina 1 e codeina 2 sdo baseadas em estudos com marcagao
comisétopos *C e analises por EM de alta resolucéo (fonte:

POEAKNAPO et al, 2004).
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FIGURA4 | Mecanismos de fragmentagdo proposto para os alcaloides
morfinona (3), codeinona (4) e neopinona (5) obtidos por ESI-EM"
(fonte: RAITH et a/, 2003).

Salutaridina e salutaridinol

Os mecanismos de fragmentacdo da salutaridina (8) e do salutaridinol (9) seguem reagdes semelhantes
aquelas discutidas até agora. Seguindo uma primeira rota, os alcaloides 8 e 9 perdem CH,NH, gerando oion
[M+H-31]* com m/z 297 e 299, respectivamente (ver Figura 3 para referéncia). Na sequéncia, este ion
fragmenta gerando o fon i com m/z265 e 267, pela eliminacao de CH,OH. Pela eliminagdo de COdoioni, 0
ion i-CO com m/z237 e 239 é gerado. E, finalmente, o ion i-CO se fragmenta, gerando o ion i-CO-CH,OH pela
eliminacao de metanol com m/z 205 e 207. Outra rota determinada gera o ion do tipo a, assim como
observado para os outros derivados, sendo mais significativo do que para 6 e 7.0 ion aem EM? pode perder
H,O, gerandooion a-H,0 com m/z253 e m/z255,0u perder CH,OH, gerando oion jcom m/z239 e m/z241.
Ambos os fons gerados em EM? podem perder CH,OH em EM*. Em EM® é gerado o ion j-CO-CH,OH com m/z
181. Além disso, a auséncia da ponte epoxifacilita a formagao de um fragmento isoquinolinico de m/z192,
assim como a maioria dos ions é detectada em IT e TQ modo tandem, porém com intensidades diferentes
(RAITH et a/, 2003).



70 -acetil-salutaridino/

Apesar da semelhanca apresentada com o salutaridinol (9), o 7-C-acetil-salutaridinol (10) deve
ser analisado separadamente, isso porque a perda de 4cido acético (Am=60 u) resulta no pico base m/z312,
conduzindo a partir desse ion a uma direcao de fragmentacao por outra via ainda nao totalmente elucidada’@.
Os ions subsequentes detectados por IT e TQ, com m/z281, 269, 255, 249 e 221, sao similares aos encontrados
para a tebaina (RAITH et a/, 2003).

Dextrometorfano

Strife e colaboradores definiram um mapa genealdgico para as fragmentacdes do
dextrometorfano (11), um derivado da morfina, utilizando ESI-IT-EM(n). Substancia 11 contém um grupo metil
e apresenta multiplas perdas de radicais metilicos (m/z187, m/z172, m/z157), mostrando que deve ocorrer
rearranjo (STRIFE et a/, 2000). Analisando as reacdes de fragmentacdo do dextrometorfano e alguns derivados
utilizando ESI-EM no modo positivo e IT, mapas geneoldgicos de fragmentacao foram desenvolvidos utilizando
abordagens tais como, sintese simples com derivados delterados e de *C, rotulagem para intensidade de
processos inesperados e andlise de produtos de oxidacao (Figura 5) (STRIFE et a/, 2000).

FIGURA5 | Mecanismos de fragmentagao propostos para o dextrometorfano
(11), usando ESI como fonte de ionizagao e jon trapcomo
detector (fonte: STRIFE et a/, 2000).
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Outros alcaloides benzilisoquinolinicos

Papaverina

A papaverina (13) é um dos principais alcaloides encontrados no épio, juntamente com a morfina (1)
(WICKENS et al, 2006). Assim como os derivados da morfina, que também apresentam boa resposta em
espectrometria de massas por ESl e APCI (lonizagdo Quimica a Pressao Atmosférica) no modo positivo (FABRE
et al, 2000; HENRIQUES et a/, 2002).

Os estudos da fragmentacgao do alcaloide 13 foram realizados por meio da marca¢ao com deutério
e utilizando espectrometro de massas LCQ /on trap. Os ions resultantes de EM? da papaverina podem ser
classificados em dois grandes grupos, aquele que envolve a perda de-CH, dos grupos periféricos CH,0 e
aquele envolvendo a perda da porcao dimetoxifenilico, sendo a porcdo isoquinolinica o fragmento que
retém a carga. Mais uma vez, o sitio mais provavel de protonacao desse alcaloide é o nitrogénio. A
papaverina ainda possui dois diferentes pontos para a perda radicalar nos substituintes CH,0 aromaticos,
um na porcao isoquinolinica e o outro no nucleo benzénico (WICKENS et a/, 2006) (Figura 6).
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FIGURA 6 | Transicbes EM? e EM? (ions produtos do fon de m/2202) na
fragmentacéo da papaverina (13) (fonte: WICKENS et a/, 2006).



O ion mais intenso de m/z202 é explicado pela perda de dimetoxibenzeno do ion [M+H]*. Para a
estrutura formada pela protonacao da papaverina no nitrogénio da porcao isoquinolinica, a perdarequera
transferéncia do hidrogénio da porcédo isoquinolinica para a por¢ao dimetoxibenzénico.

Dois ions resultantes em EM? podem ocorrer por perdas neutras de CH, e CH,, gerando os ionsde m/z325
e m/z324, respectivamente. Nao é possivel nesse caso distinguir em qual ponto ocorre a eliminagao. A eliminagao
de 15 ué um processo radicalar, localizado num dos substituintes CH,O que estao ligados aos sistemas aromaticos.
Aeliminagao CH, em ESI-EM tem sido estudada e de acordo com estudos baseados em calculos teéricos a quebra
homolitica daligacdo C-O é devido ao enfraquecimento dessa ligacdo (CARDOZO et a/, 2008).

O espectro EM* de m/z202 contém os ions de m/z187,175 e 171.0 primeiro e o Ultimo correspondem
aperdade CH, e CH,O, respectivamente. O ion m/z175 é produzido pela perda de HCN, perdaimportante no
diagnostico das alquilpiridinas (MARX & DJERASSI, 1968; WICKENS et a/, 2006) (Figura 6).

Oion produto EM? de m/z324 é formado pela eliminagdo de CH,, ocorrendo através da formagao
de um residuo dioximetileno, ja o ion produto EM? de m/z325 é formado pela perda de um CH,, enquanto
os ions EM3®de m/z325 também formam dois grupos (Figuras 7 e 8). O primeiro compreende os ions de m/
2310, 308, 296, 294, formados provavelmente pela perda de um CH,O, CH,, CHO e CH,0. O segundo grupo
de ions é referente a perda da porgao benzénica. O espectro de ESI-EM da solugdo de 13 e em H,O séo
dominadas pelos ions [M+H]* de m/z340 (WICKENS et a/, 2006). Por outro lado, os espectros das solucdes
de noscapina (12) (Figura 9) e 13 em °H,0 sao dominadas pelos ions [M+°H]* de m/z415 e 341, com pouca
evidéncia de [M+H]".

Fabre e colaboradores caracterizaram alcaloides isoquinolinicos presentes em extrato metandlico
purificado da papoula da Califérnia, £schscholzia californicaCham. (Papaveraceae), dentre eles a escolamidina
(15). Para tanto, foi utilizado CLAE-ESI-EM(n) com detector triplo quadrupolo, no modo positivo (Fabre etal,
2000). Outros alcaloides benzilisoquinolinicos, tais como tembetarina (16) e reticulina (17), também foram
estudados (ZHANG et al, 2006).

Alcaloides ftaloisoquinolinicos

Noscapina

Assim como nos derivados da morfina, o sitio de protonacdo esta no nitrogénio da porcao isoquinolinica.
Oion molecular [M+H]*, pela perda de meconina gera o produto EM? de m,/2220, este ion por sua vez, pela
perda de um radical gera o produto EM?3 de m/z205. O mecanismo que segue, pelo qual o radical hidroxil é
perdido nédo estd claro, mas a estrutura do ion resultante de m/z188 tem sido designada como um ion bi-
radical do tipo p-benzino. O espectro EM* do ion de m/z205 indica que ocorre perda do grupo metoxilico. O
ion de m/z188 é o pico base encontrado em EM* (Figura 9) (WICKENS et a/, 2006). Ambos os espectros de
noscapina (em H,O e °H,0) exibem pequena quantidade de ions [M+Na]* de m/z436 e a presenca de
[M+H20Q]* de m/z432 é aparente no espectro gerado, a partir da solucdo em H,O. As similaridades e diferencas
na abundancia relativa dos ions fragmentos da noscapina de m/z220, 353 e 354 sugerem que a posi¢do da
ionizacao com deutério pode ser deduzida por comparacdo com o espectro com e sema incorporacao do
isétopo (WICKENS et al, 2006). A Figura 10 mostra mais exemplos de alcaloides que pertencem a classe dos
alcaloides ftaloisoquinolinicos.
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FIGURA 7 | Transi¢oes EM? (ions produtos do ion de m/z324) na fragmentacéo
da papaverina (13) (fonte: WICKENS et a/, 2006).
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FIGURA 8 | Transicbes EM® nafragmentagdo da papaverina, ions produtos do
ion de m/z325 (fonte: WICKENS et a/, 2006)
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FIGURA9 | Transi¢des EM" nafragmentacao da noscapina (12) (fonte:
WICKENS et a/, 2006)

Sturm e colaboradores utilizaram (+)-ESI-IT-EM(n) acoplada a eletroforese capilar (EC) para caracterizar
os alcaloides isoquinolinicos (+)-adlumina (18), (-)-a-A-hidrastina (19) e (+)-corlumina (20), os quais estao
ilustrados na Figura 10, provenientes da Fumaria officinalisL. Todos esses alcaloides foram detectados como
[M+H]* e apresentaram perfis de fragmentacdo distintas (STURM et a/, 2006). A adlumina (18) apresentou EM
m/z384, EM? m/z335 (58%), 323 (100%) e 206 (56%) e EM? (do fragmento m/z323) m/z292 (100%) e 276
(80%), a (-)-a-A-hidrastina (19) EM m/z384, EM? m/z323 (82%) e 190 (100%) e EM? (do fragmento m/z323)
292 (100%) e 265 (82%) e a (+)-corlumina (20) EM m/z 384, EM? m/z323 (100%) e 206 (36%) e EM? (do
fragmento m/z323) m/z292 (100%) e 276 (75%).
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Substancia R R, R, R,

18 Adlumina CHs CHa, - CH, -
19 Hidrastina - CH> - H OCHs
20 Corlumina CHs CHs - CH; -

FIGURA 10 | Estrutura dos alcaloides ftaloisoquinolinicos 18-20 (da mesma
classe danoscapina (12)).

Escolamidina

A escolamidina (15) (Figura 2) é um alcaloide benzoisoquinolinico do tipo quaternario e seu ion
molecular foi detectado como [M]*. Assim como observado para a substancia 13, ocorre a perda do grupo
fenil dissubstituido, mas na forma de metoxihidroxibenzil radicalar. Esse alcaloide também possui um grupo
CH,O em anel aromatico na posicdo ortoa um grupo hidroxilico, ocorrendo a eliminagao neutra de metanol,
além da eliminagdo de CH, (FABRE et a/, 2000).

Tembetarina e reticulina

Assim como as substancias anteriores, atembetarina (16) e a reticulina (17) foram analisadas em ESI-
EM". Para as substancias 16 e 17 foram observados em EM? a presenca dos fragmentos com m/z192 e 206,
referentes a perda do grupo benzil dissubistituido, assim como nas substancias 12 e 13. Ainda em EM?, foram
observados para a substancia 16 os ions com /2329, referente a perda de 15 u pela eliminagdo de CH,,
conforme ja observado e discutido anteriormente, além dos ions com m/z301, 312 e 269, referentes as
eliminagoes neutras de CO, direta de CH,OH (presenca de substituintes em orto, CH,O e OH) e eliminagao de
CH,OHaposa eliminacdo de CH, (ZHANG et al, 2006). Outro fragmento importante em EM?é o [M-(CH,),NHI*
com m/z299, este tipo de fragmentacao néo foi observado para 12 e 13, mas sim para 16 e 17, pois sdo
alcaloides tetra-hidroisoquinolinicos, sendo provavel afragmentacdo mostrada na Figura 11.

Alcaloides aporfinicos

Dentre os alcaloides isoquinolinicos encontra-se um subgrupo denominado aporfinicos, esses vém
sendo cada vez mais investigados pelas atividades biolégicas que apresentam (STEVIGNY et a/, 2004). Os
alcaloides aporfinicos norneolitsina (21), neolitsina (22), dicentrina (22), actinodafnina (24) e cassitina (25)
(isolados de Cassytha filiformisL., Lauraceae), além de outros obtidos comercialmente, como: boldina (26),
bulbocapnina (27), isocoridina (28) e glaucina (29) (Figura 12) foram analisados por ESI-EM" no modo positivo
(STEVIGNY etal, 2004). 0 alcaloide n-metilaurotetemina (30) também foi estudado por ESI-EM/EM (FABRE et
al, 2000). Dentre esses alcaloides alguns (22-25) apresentam atividade citotdxica contra diferentes linhagens
de células tumorais (BOUSTIE et a/, 1998; STEVIGNY et a/, 2004; STEVIGNY et a/, 2005).
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FIGURA 11 | Propostas de mecanismos de fragmentacédo para a tembetarina

(16) e reticulina (17), transicoes EM" (fonte: ZHANG et a/, 2006).
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Substancia MM R, R; R; R, Rs R R;
21 Norneolitsina 309 -OCH-0- H H -OCH;0- H
22 Neolitsina 323 -0OCH20- H CH; -0OCH,0- H
23 Dicentrina 339 -0OCH-0- H CH; O-CH; OCH; H
24  Actinodafnina 3 -0OCH;0- H H OH OCH; H
25 Cassitina 341 -0OCHz0- OCH; H OH OCH3 H
26 Boldina 327  OCH; OH H CHs OH OCH; H
27 Bulbocapnina 325 -OCH,0- H CHz H OCHs; OH
28 Isocoridina 341 OCHs; OCH; H CH3 H OCH;  OH
29  Glaucina 355 OCHs; OCH; H CHz OCHs; OCH;

30 n-Metillaurotetamina 341 OCH; OCH; H CHs3 OH OCH3

FIGURA 12 | Estrutura dos alcaloides aporfinicos (fonte: STEVIGNY et al, 2004).

Em geral, os espectros de ESI-EM"mostraram apenas a perda do grupo amino com seu respectivo
substituinte, com picos do ion fragmento de baixa intensidade, mas através de espectros de ESI-EM" foram
obtidas maiores informagdes sobre a natureza dos substituintes do grupo amino e dos substituintes periféricos
nos anéis aromaticos (STEVIGNY eta/, 2004). Todos os espectros ESI mostraram o ion [M+H]* como o pico
principal, apresentando também um ion fragmento importante observado como [M+H-17]*, pela eliminacdo
de NH,ou [M+H-31]* pela eliminagao de CH,NH.. Na reacdo de fragmentacdo proposta para esta etapa,
Stévigny et al.(2004) propdem duas rotas provaveis. Por se tratarem de alcaloides tetra-hidroisoquinolinicos
pode também ocorrer decomposicao semelhante a apresentada na Figura 13.
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FIGURA 13 | Mecanismo de fragmentacdo proposto para os alcaloides de 21a
29 (esquema 1 = perda de RNH,; esquema 2 = vias de
fragmentacao a partir do ion [14+H-NH_]; esquema 3 = proposta
para o mecanismo de fragmentacao do alcaloide 28) (fonte:
STEVIGNY etal, 2004).

Os espectros EM® a partir dos ions [M+H-RNH_]* apresentam mecanismos de eliminagao que dependem
do tipo dos substituintes do anel aromatico e a partir desses mecanismos, Stévigny et al. (2004) propuseram



as regras que seguem: compostos com um grupo —~OCH,O- sempre perdem CH,O e depois CO. Aqueles

188 compostos contendo um grupo OH e um grupo CH,0 em posigao vicinal, perdem CH,OH seguido por CO. Ja
aquelas substancias, contendo um ou mais grupos CH,O nao-vicinais a um OH ou -OCH,O- (substancias 23 e
28, 29), irao apresentar, ap6s a perda de um grupo amino, perdas de -CH, ou -OCH, em competicao com as
regras de fragmentacao descritas anteriormente®. Esses mecanismos de fragmentacdo podem ser paralelos
ou consecutivos, mas a perda de um CO nunca é observado diretamente de um fragmento [M+H-RNH_]*. As
fragmentacgdes das substancias 24 e 27 também seguem as regras gerais para seus principais mecanismos
(STEVIGNY et al, 2004) (Figura 13). A substancia 30 apresentou fragmentacdo semelhante ao discutido para
os demais alcaloides aporfinicos, com perda de grupo amino em EM? gerando o ion com m/z311 e na
sequéncia perda de CH, ou OCH, em EM?, gerando os ions com /2296 e 280, respectivamente e por fim
perdade OCH, em EM*a partir do ion com m/z296 (FABRE et a/, 2000).
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FIGURA 14 | Rotas de fragmentacao dos alcaloides magnoflorina (31) e
menisperina (32) por ESI-EM" (adaptado de ZHANG et a/, 2006).



As reacoes de fragmentacao dos alcaloides magnoflorina (31) e menisperina (32) (Figura 14) também
parecem seguir as regras acima mencionadas, com alguns detalhes adicionais (FABRE et a/, 2000). Esses
alcaloides seguem a mesma via de fragmentacdo em EM? e EM?3, sendo o ion mais marcante em ESl aquele
gerado pela perda do grupo amino, seguido pelo ion referente a perda de CH,OH. Outras perdas tais como
CO, CH, e H,O foram observadas. Todas as vias parecem seguir as regras estabelecidas por Stevigny et a/.
(2004). Além disso, nesses alcaloides também foram observadas perdas de 15 u em determinadas etapas,
conforme ja discutido anteriormente.

Alcaloides oxaporfinicos

Os alcaloides oxaporfinicos constituem um subgrupo dentro dos aporfinicos, possuem esqueleto
totalmente aromatico e com presenca de grupo carbonilico em C-7, sendo encontrados em diferentes
espécies de Annonaceae, mas também podem ser encontrados em outras familias. Sdo importantes pelas
suas atividades bioldgicas e farmacoldgicas, das quais a atividade citotéxica merece destaque (STEVIGNY et
al, 2005; SILVA et al, 2007).

Como alcaloide oxaporfinico terciario, a liriodenina (33) (Figura 15) apresentou em seu espectro de
ESI-EM o ion guasimolecular [M+H]* com m/z276, com a provével protonacdo do nitrogénio. Além disso, a
estrutura isoquinolinica ndo permite a perda de grupo amino, resultando em pouca informacdo obtida através
da via de fragmentacao da substancia 28, pois em EM? foi observado apenas o fragmento [M+H-COJ* com m/
2248 (LIANG et al, 2006).

FIGURA 15 | Estrutura quimica do alcaloide oxaporfinico liriodenina (33).

Alcaloides berberinicos

Alcaloides isoquinolinicos do tipo berberinicos foram encontrados na erva-chinesa jin-guo-lan
(7inospora sagittata(Oliv.) Gagnep.and 7. capilljpesGagnep.) e as propriedades desses ultimos foram estudadas
por CL-ESI-EM(n) por Zhang et a/. (2006). Alguns dos alcaloides dessa classe estdo apresentados na Figura 16.
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35
36
37
38
39
40
41
42
43

45
46
47

Substéncia
Berberina
Berberubina
Columbamina
Coptisina
Dehidrocoridalmina
Dehidrodiscretamina
Demetilenoberberina
13-hidroxicolumbamina
13-hidroxijatrorrizina
13-hidroxipalmatina
Jatrorrizina
Palmatina
Palmatrubina

Stefaranina

Ri R,

=

- CH,-
CH, H

- CH,-
CH; CH,
H CH,
H H
CH; H

H CH;
CH; CH,
H CH;
CH; CHs
CH; CH;
CH; H

FIGURA 16 | Estruturados alcaloides berberinicos 34-47.
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Dados de fragmentacao, utilizando ionizagado por electrosprayacoplada a espectrometria de
massas para os alcaloides berberinicos, foram gerados no trabalho de Zhang et a/. (2006). Os dados referentes
aos fragmentos EM(n) estdo apresentados na Tabela 1 para os alcaloides berberinicos encontrados em 7inospora

sagittataand T. capillipes. Pode-se observar a perda de 15 u (perda de CH, radicalar) como fragmentagéao

comum para muitos dessa classe de substancia. Também, o nitrogénio esta preso ao anel e fragmentos,

contendo nitrogénio ndo sdo comuns. Reconhece-se pelo menos duas situacdes que influem no perfil de

fragmentacao: a existéncia ou ndo de um ou mais substituintes de CH,O com ou sem OH vicinal (Figuras 17 e

18).



TABELA 1 - jon fragmentos provenientes de ESI-EM(n) para alcaloides beberinicos encontrados em
Tinospora sagittataand T. capilljpes(adaptado a partir de: ZHANG et a/, 2006).

No.  EM; (+)-EM(n) m/z*

35 EM(+): 322 [M]=EMZ: 321 [M+H]*; 307 [M-CH,]*; 293 [M-H-COJ*

37 EM (+): 320

36 EM (+): 338 [M]*; EM2[338]: 338(76).323(100); EM?[3383323]: 322(100),294(91)

38 EM (+): 338 [M]*; EM2[338]: 338: EM3[338>323]:323

39 EM (+): 324 [M]*; EM2[324]: 324(73). 309(100); EM3[324>309]: 309

40 EM (+): 324 [M]*; EM2[324]: 324(100), 309(63); EM3[324->309]: 309(88). 308(100),
280(91)

41 EM (+): 354 [M]*; EM2[354]: 354(97),339(100); EM3[354>339]: 338(100),310(79);
EM¢[354>339->338]:338

42 EM (+): 354 [M]*; EM2[354]: 354(69), 339(100); EM3[354>339]: 338(73). 324(100),
310(70); EM4[354>339>338]: 338

43 EM (+): 368 [M]*; EM2[368]: 368(100).353(52); EMZ[368>353]: 352(100).324(70);
EM#[368>353>352]:352

45 EM (+): 352 [M]r; EM2[352]: 352(100),337(56): EM3[352>337]: 336(100).308(71)

46 EM (+): 338 [M]*; EMZ[338]: 338; EM3[338>323]: 323

47 EM (+): 324 [M]*; EM2[324]: 324(64), 309(100); EM3[324>309]: 309(100), 294(64)

*EM my/zsdo referente a modo positivo EM(+) ou positivo e negativo EM(+/-). Os valores de EM2, EM3, entre
outros sdo de modo positivo. Os valores de m/zrelatados sdo de intensidade relativa e”50%. Onde apenas um
valor de m/zé listado para determinado EM(n) o mesmo corresponde a intensidade relativa (int. rel.) maxima
(100%).
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FIGURA 17 | Esquema geral mostrando a fragmentacdo de alcaloides
berberinicos com substituintes de CH,O sem OH vizinhos.

R,0

-CH)

[M-CH;-COT" [M-CH;-CH;]"

FIGURA 18 | Esquema geral da fragmentacdo dos ions pseudomoleculares de
alcaloides berberinicos apresentando substituintes CH,O com OH
vizinhos, perda de CH_- e CO.



Alcaloides secoberberinicos e tetra-hidroprotoberberinicos

Sturm et al.(2007) aplicaram a técnica de eletroforese ndo-aquosa (NACE) acoplada a ESI(+)-IT-EM(n)
para identificar alcaloides isoquinolinicos em Corydalisspp. encontradas na Europa Central. Essa técnica foi
usada para caracterizar o alcaloide secoberberinico coridamina (48) (Figura 27) e o alcaloide tetra-
hidroprotoberberinico sinactina (49) (Figura 20), provenientes da Fumaria officinalisL. Essas duas substancias
foram detectadas como [M+H]*. A coridamina (48) apresentou EM m/z351, EM? m/z320 e EM3® m/z292 (88%)
e 277 (100%) e a sinactina (49) apresentou EM /2340, EM? m/z192 (100%), 165 (90%) e EM? (do fragmento
my/z192) 177 (100%) e 148 (48%) (STURM et a/, 2006). A formacao de um ion de pico base com /2192 no
EM? da substancia 49 é fragmentacao analoga aquela apresentada na discussao e Figura 19 para
tetraidropalmatina (50).

/O
~ N
O
(I
O
48 Coridamina 49 Sinactina

FIGURA 19 | Estrutura do alcaloide secoberberinico (48) e do alcaloide
tetraidroproto-berberinico (49).

O (+)-ESI-EM de tetraidropalmatina (50) apresentou m/z 356 [M]*, 214 e 159 e o (+)-ESI-EM de
canadina (51) apresentou /2340 [MI]*, 214 e 159. O alcaloide 50 apresentou EM? (do fragmento 1/2356) m/
z340,308, 192 (100%) e 165 e EM? (do fragmento m/z192) m/z176 (100%) e 148 (ca. 30%). O alcaloide 51
apresentou EM? (do fragmento m/z340) m/z324,292, 176 (100%) e EM?* (do fragmento m/z176) m/z161
(ca. 40%) (eliminagao de CH.) e 148 (100%) (eliminagao de H,CO). Sturm e colaboradores interpretaram as
fragmentagdes em EM? e EM? referente a tetraidropalmatina (50) e a canadina (51) (Figura 20) e, notando que
é impossivel determinar a posicao exata de agrupamentos metilenodioxi em geral, concluiram que ESI-EM(n)
representaferramenta importante para andlises por fornecerinformacgdes relevantes para atribuicdo de picos,
porém que nao substitui espectrometria de RMN para elucidacado estrutural, sem ambiguidade, de substancias
desconhecidas (STURM et a/, 2007).
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FIGURA 20 | Fragmentacéo ESI-EM, EM? e EM? de sinactina (49),
tetraidropalmatina (50) e canadina (51).

Alcaloides benzofenantridinicos

R4 O
SHer
i

Eq
Rs Rg

Substancias R, R, R, R, R, R,
52  Nitidina H H  OCH, OCH, H H
53 Queleritrina H H H OCH,  OCH, H
54  Quelilutina H OCH, H OCH, OCH, H
56 Quelirubina H OCH, H -O-CH,-O- H
56  Sanguinarina H H H -0-CH,-0- H
57 TMB H H H OCH,  OCH, OCH,

L KD

58 Dihidrogueleritrina 59 Oxiavicina

FIGURA 21 | Estrutura dos alcaloides benzofenantridinicos 52-59 (FABRE et al,
2000).



TABELA 2 - jon fragmentos provenientes de experimentos em ESI-EM(n) para alcaloides benzofenantridinicos

encontrados em Fumaria officinalis (adaptado a partir de: STURM et a/, 2006). 195
No. Name EM (m/z) EM? Ion Fragmento (m/'z) T
52 Nitidina 348 [M]* 333 [M-CH;]+: 332 [M-CH;-H]+; 318 [M-CH,-CH;]+;
304 [M-CH;-H-COJ+; 290 [M-CH;-CH;-COJ*
53 Queleritrina 348 [M}* 333 [M-CH;}*; 332 [M-CH,-H}+: 318 [M-CH,;-CH;}+
304 [M-CH;-H-COJ+; 290 [M-CH;-CH;-CO]+
56 Sanguinarina 332 [M]* 317 [M-CH:]+: 304 [M-CO]J+
57 TMB 364 [M]* 349 [M+H-CH:]*; 334 [M+H-2CH;]*; 320 [M+H- CH;-H-
Ccol*
58 Diidroqueleritrina 350 [M]* 335 [M+H-CH:]*; 319 [M+H-CH,-CH,]*; 290 [M+H-
CH;-CH,-H-COJ*
59 Oxiavicina 348 [M]* 333 {M+H-CH;]* 318 [M+H-CH,-CH,]* 304 [M+H-

CH;-H-COJ*; 290 [M+H-CH;-CH;-COJ*

Icaloides protopinicos

Sturm e colaboradores utilizaram (+)-ESI-IT-EM(n) acoplada a eletroforese capilar (EC) para caracterizar
os alcaloides isoquinolinicos protopina (60), criptopina (61) provenientes da Fumaria officinalisL. (Figura 22).
Esses alcaloides foram detectados como [M+H]*. A protopina (60) apresentou EM /2384, EM? m/z 188
(100%) e 149 (91%) e EM® (do fragmento m/z188) m/z159 (100%) e 130 (90%) e a criptopina (61) EM m/z
370, EM? m/z204 (92%) e 165 (100%) e EM3 (do fragmento m/z204) m/z188 (98%) e 140 (100%) (STURM et

al, 2006).

Ry R,
60 protopina -CHz-
61 criptopina CH; CHs

FIGURA 22 | Estrutura dos alcaloides protopinicos 60 e 61.
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Alcaloides espirobenzilisoquinolinicos

Sturm e colaboradores utilizaram (+)-ESI-IT-EM (n) acoplada a eletroforese capilar (EC) para caracterizar
os alcaloides espirobenzilisoquinolinicos (-)-fumaroficina (62), (-)- O-metilfumaroficina (63) e (+)-parfumina
(64) (Figura 23), provenientes da Fumaria officinalis L. [M+H]* (STURM et a/, 2006). A fumaroficina (62)
apresentou EM m/2z398, EM? m/z338 (perda de AcOH) e EM® m/2323 (20%) (perda de CH,), 308 (100%) e 277
(90%), a (-)-O-metilfumaroficina (63) apresentou EM m/z414, EM? m/z352 e EM* m/z321 (100%), 308 (10%)
€291 (30%) e a (+)-parfumina (64) apresentou EM /2354, EM? m/z336 (95%) e 323 (100%) e EM* m/z(do

fragmento m/z323) 292.
8)
R,
LT
3
\ 4
o

62
63
64

Substancias Ry Rs
Fumaroficina H H
O-metilfumaroficina CHy H
Parfumina H

Rs
DCOCH;
OCOCH;

FIGURA 23 | Estrutura dos alcaloides espirobenzilisoquinolinicos 62-64.

Alcaloides pavinicos

A Figura 24 mostra os ions produtos do tipo pavina detectatados na papoula da Califérnia, que sdo a
californidina (65), escholtzina (66), O-metilcariachina (67) e a cariachina (68). Esses compostos consistem em
um quaternario, californidina (65) e trés pavinas terciarias 66-68. Para californidina (65) e escholtzina (66), os
ions fragmentos caracteristicos foram encontrados em m/z177, 205, 235, 263 e 293; para os compostos 67
e 68 foram observados dois ions diagnosticos em m/z235 e 263 do espectro. Os ions pavinas terciarias
compartilham um ion em comum em m/z188 que poderia ser devido a perda de agrupamentos benzénicos
dissubstituidos, levando a formacédo de metilenodioxi-tetraidroquinolina protonada (FABRE et a/, 2000).
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FIGURA 24 | Estrutura dos alcaloides pavinicos 65-68.

65 californidina

Substancias R, R
66 escholtzina - CH; -
67  O-metilcariachina CHs CHs
68 cariachina H CHs



Nesses diferentes casos, essas fragmentacdes podem ter ocorrido por varias perdas neutras e/ou
radicalares. A classica perda de amonia ndo foi observada, mas a primeira perda neutra é de (CH,),NH [M+H-
45] para o composto quaternario 65 e CH.NH, [M+H-31] para as pavinas tercidrias e a perda do nitrogénio,
contido no heterociclo, pode ser explicada pelafragmentacao de retro-Diels-Alder (FABRE et al/, 2000).

Alcaloides isoquinolinicos estereoméricos

Gioacchini e colaboradores caracterizaram os alcaloides isoquinolinicos diastereoisomericos sintéticos
69a,b-72a,b, utilizando ESI-EM para gerar ions MH* no modo positivo, bem como jon trap para fazer a
fragmentacao sequencial (EM(n)) desses ions (Figura 25).

R-R 69a R-R 70a R-R Ta R-R T2a
R-3 69b R-5 T0b R-3 T1b R-5 72b
[M+H]* m/z 569 mz 444 m/z 360 miz 372

FIGURA 25 | Estrutura dos alcaloides isoquinolinicos diastereoisoméricos
sintéticos 69a,b - 72a,b.

Atécnica de ESI-EM(n) funciona muito bem para a caracterizacao estrutural dessa classe de alcaloide.
Em geral, estereoisémeros apresentam fragmentacdes bastante semelhantes em geral entre si. Assim, 69a,b
M: (m/z569)[M+H]+ geram EM? de m/z446 (perda de acido benzoico) e 326 (perda de duas unidades de
acido benzéico) e EM3®[569a446]: m/z428 (perda de dgua), 341. No entanto, os estereoisdmeros 72a,b tém
em comum os dados de fragmentacao M: (/m/2372)[M+H]+ e EM? m/z354 e EM? (m/z372a354): m/z338,
324,323,322 (Figura 26). Porém, os diastereoisomeros 72a (R-R) e 72b (#-5) apresentam diferencas na sua
fragmentacdo EM?2 Por exemplo, o estereoisdbmero 72a (A4-A) apresenta um ion fragmento em m/z 192 que
essencialmente inexiste na fragmentacao EM? do seu estereoisémero 72b (#5), devido a fragmentacao
(formalmente, retro-Diels-Alder), ver Figura 26. Os outros estereoisémeros tém diferencas semelhantes no
processo de fragmentacéo primaria, ocasionadas pelas diferencas acarretadas pelos centros estereogénicos.
Por exemplo, entre os dois isbmeros, o isbmero A Sparece ser o isbmero energeticamente mais favoravel
para sofrer fragmentagao primaria. Substancias que contém os grupos ésteres apresentam uma facilidade na
formacgao dos ions adutos com ions de metal [M+Na]*e [M+K]*, o que pode ser explicado também pelo efeito
da alta densidade eletrénica associada aos dtomos de oxigénio das carbonilas devido sua alta
eletronegatividade, favorecendo aformacao de moléculas queladas com os ions metalicos (GIOACCHINI et
al, 2000).
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FIGURA 26 | Comparacao dafragmentacédo de alcaloides isoquinolinicos
sintéticos estereoméricos 72a e 72b. Via de fragmentacao que
leva a formacéo do ion m/z192 é favorecida totalmente pelo
diasteredmero A-A.

Atropoisémeros de alcaloides isoquinolinicos

Entre os alcaloides naftilisoquinolinicos, estao as korupensaminas e as michelaminas que sao
monomeros e dimeros, respectivamente. As michelaminas sdo encontradas exclusivamente em plantas da
espécie Ancistrocladus korupensisD.W.Thomas & Gereau (THOMAS et a/, 1993; BRINGMANN et a/, 1998).

Por outro lado, Bringmann e colaboradores investigaram um grupo de alcaloides naftilisoquinolinicos
diméricos (atropodiastereoméricos) usando espectrometria de massas em tandemcom ionizacao por ESI.
Utilizaram CLAE-ESI-EM-EM, a analise foi feita com um triplo quadrupolo TSQ com interface ESI no modo
positivo. As estruturas dos alcaloides diméricos michelaminas A (73a), B (73b) e C(73c) com seus monémeros,
korupensaminas A (74a) e B (74b) estdao demonstradas na Figura 27 (BRINGMANN et a/, 1998).



No modo positivo, observam-se moléculas protonadas [M+H]* em m/z380,4 (100% abundancia
relativa) para os alcaloides monoméricos, as korupensaminas A (74a) e B (74b). A colisdo de baixa energia
induz a dissociacao dos korupensaminas. O ion produto mais abundante em m/z363,4 (84% abundancia),
aparentemente, é resultante da eliminagcao de aménia (-17 u). Existe a perda da por¢ao neutra CH,N(-43u)
devido a fragmentacdo retro-Diels-Alder, resultando em um fon produto em m/z337 (37% abundancia
relativa). Entretanto, os alcaloides atropisoméricos 73a e 73b apresentaram um espectro idéntico (BRINGMANN
et al, 1998).

74a Korupensamina A 74b Korupensamina B

FIGURA 27 | Estrutura dos alcaloides naftilisoquinolinicos diméricos
michelaminas A (73a), B (73b) e C(73¢) e seus precursores
biossintéticos korupensaminas A e B (74a e 74b).
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Os alcaloides atropodiastereoméricos, as michelaminas A (73a), B (73b) e C(73c), produzem moléculas
duplamente protonadas [M+2H]** em m/z 379,4 (100% abundancia relativa), além de espécies
monoprotonadas [M+H]* m/z757,4 (1% abundancia relativa). Foram observadas duas rotas de reacao do
precursor m/z379,4: (a) perda de um fragmento com massa 8,5 u pela perda neutra de uma unidade de
amoénia produzindo um ion [M+2H-NH3]2*em m/z371 (22% abundancia relativa) e (b) perda de 21,5 u devido
a uma fragmentacgao retro-Diels-Alder, resultando em um ion produto [M+2H-C H,N]* em m/2358 (15%
abundancia relativa) (BRINGMANN et a/, 1998).

Alcaloides aporfino-benzilisoquinolinicos

O grupo dos alcaloides aporfino-benzilisoquinolinicos é derivado via oxidacdo fenélica de uma unidade
aporfinica com uma unidade benzilisoquinolinica. Alcaloides bisbenzilisoquinolinicos e aporfinicos-
benzilisoquinolinicos ja foram encontrados nas seguintes familias: Annonaceae, Berberidaceae, Hernandiaceae,
Lauraceae, Magnoliaceae, Menispermaceae, Papaveraceae, Ranunculaceae e Rutaceae (WU et a/, 2004).

Substancias R; R, R:
75 Talicarpina CHs CHs H
76 Nortalicarpina H CHs H
77 Acetil-nortalicarpina Ac  CH; H
78 Dimetil-talicarpina CH:; CHs H
79 Talmelatina CHs H H
80 Acetil-talmelatina CHs Ac H
81 Adiantifolina CH: CH; OCH;

R
82 Talirevolutina CH;
83 Talirevolina H
84  Taliadina

FIGURA 28 | Estrutura dos alcaloides aporfino-benzoquinolinicos 75-84.



Os alcaloides aporfino-benzilisoquinolinicos podem ainda ser classificados em trés grupos conforme
a semelhanca de suas estruturas quimicas: Grupo A, formado pela talicarpina (75), nortalicarpina (76),
acetilnortalicarpina (77), dimetiltalicarpina (78), talmelatina (79), acetiltalmelapina (80) e adiantifolina (81);
Grupo B, formado por talirevolutina (82) e talirevolina (83); e Grupo C, formado pela taliadina (84), todos
ilustrados na Figura 28. Foram utilizadas técnicas de ESI-EM/EM em TQ para elucidar a estruturas de dez
alcaloides aporfino-benzilisoquinolinicos (WU et a/, 2004).

Os alcaloides aporfino-benzilisoquinolinicos (75 a 84) foram analisados utilizando CLAE-ESI-EM/EM
com analisador de TQ, sendo todas as analises realizadas no modo positivo (WU et a/, 2004).0s dados de ESI-
EM desses alcaloides aporfino-benzilisoquinolinos apresentam ion [M+H]* intenso, para os alcaloides terciarios
(75-77,79-83) eion [M]* intenso para o alcaloide diquaternario 78, apresentando também os ions [M+H]*
intensos (pico base) para todas as substancias, com excecao da substancia 84 (WU et a/, 2004).

Para esse grupo de alcaloides foram determinadas trés rotas principais de fragmentacdes, demonstradas
com afragmentacao da talicarpina 75 na Figura 29. A clivagem da ligacdo no anel benzilico AB da unidade
benziltetraidroisoquinolinica E, forma ions aporfino-benzilicos (via 1, Figura 29) em ESI-EM/EM, que séo similares
aos fragmentos encontrados na técnica de espectrometria de massa por impacto por elétrons (IE-EM),
entretanto esses ions nao sao observados ou mostrados em pequena abundancia nas técnicas por ionizagao
qguimica (IQ-EM) e ionizagao via bombardeamento rapido de &tomos (FAB) (WU et a/, 2004). A clivagem da
ligacdo éter (via 2 e 3) leva a formagado de ions aporfino-benzilicos (talicarpina: m/z 371 e 355) ou
benziltetraidroisoquinolinicos (talicarpina m/2z325 e 341), com eliminagao posterior de CO nos ions m/z325
e m/z355 (Figura 29).
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FIGURA 29 | Vias de fragmentagbes basicas encontradas para os alcaloides
aporfino-benzoquinolinicos. Fragmentacao da talicarpina 75 (m/z
697), proveniente de experimentos ESI-EM/EM (WU et a/, 2004).
Rota 1: clivagem da ligagcdo no anel benzilico. Rota 2 e 3: clivagem
da ligacao éter entre as posi¢des 10-aporfina e 8-
benziltetraidroisoquinolona-benzilica.

Os ions aporfino-benzilicos, dos alcaloides 76 a 81, formados podem perder H e metanol, mas também
poder ocorrer perdas e 15 u (radical metila) e 30 u (OCH,), depois da CH,OH. A presenca de ions isoquinolinicos
(ex.: m/z206, alcaloide 76) e benzilicos (/m/2151), corrobora com esta via de fragmentacao (WU et a/, 2004).

O espectro de massas do alcaloide 82, também apresenta os ions benzil-aporfinico (m/z 519),
isoquinolinico (m/z 206) e benzilico (m/z 151). Além disso, por caracteristicas estruturais ja discutidas
apresentam perdas neutras de CH,OHe perdas de CH, (WU etal, 2004).



Alcaloides Bis-benzilisoquinolinicos

Os alcaloides bisbenzilisoquinolinicos podem ser encontrados nas mesmas familias em que sao
encontrados os aporfino-benzilisoquinolinicos. Esses alcaloides diméricos sdo importantes, pois podem exercer
atividades variadas, tais como: cardiovascular (anti-hipertensivo e antiarritimico), antiangiogénica,
antimicrobiana, analgésica, bloqueadora neuromuscular, relaxante muscular, antitumoral e anti-HIV (Wu et
al, 2004). Esses alcaloides sdo derivados via oxidagao fenolica de duas unidades benzilisoquinolinicas (cabeca-
cauda) e estao representados na Figura 30 (WU et a/, 2004).

Quando estudados por ESI-EM/EM e também por ESI-EM" (com detector /on trap), utilizando a troca de
hidrogénio por deutério na elucidacao da identidade dos fragmentos, os alcaloides fenolo-
bisbenziltetraidroisoquinolinicos neferina (85), liensinina (86) e isoliensinina (87) (importantes por seu potencial
anti-HIV), em geral, observou-se a clivagem da ligacdo C1°-C9’, resultando na formacao de fragmentos,
contendo o nucleo aromatico Ce D, com perda de 4-etil-1-fenol ou 4-etil-1-metdxi-benzeno apds rearranjos.
Outros fragmentos estaveis formados se devem a perda de H,O, CH,NH,, CH,OH e CH,-N=CH,, todosilustrados
na Figura 31 (ZHOU et al, 2007).

| R, Substancias R, R, R, R,
o Cl) 85 Neferina CH; CH; CH; CH;
N O R, O 86 Liensinina H CHy CH; CH;
Rs O 87 Isoliensinina CH: H CH:; CHs
O 2 N~ 88 6-Odesmetilneferina CH; CHs CH; H
OH 0O ‘ 89 2°_N-desmetilneferina CHs;  CH; H CHs

fq 90 2°-N-6-O-didesmetilneferina CH;  CH; H H

91  6-13-O-didesmetilneferina H CH; CH: H

FIGURA 30 | Estrutura dos alcaloides bisbenzilisoquinolinicos 85-91.

No mesmo trabalho, a substancia 85 foi incubada com microssomas hepaticas, levando a identificacdo
de quatro derivados novos mono ou didesmetilados de 85, a saber: 6-O-desmetilneferina 88, 2"-MO-
didesmetilneferia 89, 2°-N-6-O-didesmetilneferina 90, e 6,13-O-didesmetilneferina 91, cujas fragmentacoes
também foram estudadas e seus principais mecanismos estdo ilustrados na (Figura 20).
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FIGURA 31 | Vias de fragmentacdo da neferina 83, estudada por ESI-EM/EM
(ZHOU et al, 2007).

CONSIDERACOES FINAIS

A espectrometria ESI EM/EM é uma ferramenta Util na analise de alcaloides isoquinolinicos. Em relagao
ao estudo dos morfinanos, tanto jon trapquanto o triplo quadrupolo EM/EM providenciam informagdes sobre
a substituicdo no esqueleto morfinano. No entanto, a posicdo das duplas ligagées no anel C, 0 nUmero e as
posicoes das duplas ligacdes influenciam o processo de fragmentacdo do ion molecular. A maioria dos
fragmentos é encontrada em ambos os analisadores, porém com intensidades diferentes. Em geral o jon trap
detecta fragmentos de alto peso molecular, ja os fragmentos de menor peso molecular ,que sao detectados
pelo triplo quadrupolo, s6 sdo identificados no jon trapem EM3ou EM*. O mecanismo principal de fragmentacao
dos morfinanos consiste na clivagem do anel piperidinico e na eliminacdo do grupamento amina (RAITH et al,
2003).

Os alcaloides opioides noscapina 12 e papaverina 13 podem ser analisados por ESI-EM, observando os
ions [M+H]*. Apesar dos analitos apresentarem esqueletos carbonicos similares, as suas fragmentacdes diferem



significantemente. A substancia 12 produz muitos produtos de ions em EM?, enquanto os fragmentos da
substancia 13 produzem somente ions Unicos, ambos em EM?e EM?. O local da ionizagao é revelado vaporizando
os analitos com solugao contendo *H,0O e as transi¢oes EM"tém sido designadas sem a despesa de utilizar
analitos isotopicamente marcados com carbonos, oxigénios e nitrogénios (WICKENS et a/, 2006).

Em geral, as andlises de ESI/EM e EM/EM sdo as Unicas técnicas que provém um bom diagndstico de
ions de fragmentacéo para a elucidacdo estrutural dos alcaloides diméricos aporfinicos-benzilisoquinolinicos.
O mecanismo de fragmentacéo principal dos alcaloides aporfinicos-benzilisoquinolinicos consiste na clivagem
da ligacao dos anéis benzilicos A, B e E e eliminacdo (WU et a/, 2004).

Além do mais, a marcagcao com isétopos estaveis em espectrometria de massa ESI com fragmentagao
por ativacao colisional (CID) consiste numa ferramenta importante para a investigacdo dos mecanismos de
fragmentacdo dos alcaloides (POEAKNAPO et a/, 2004).

Os isdbmeros #-Re R-Sdos alcaloides isoquinolinicos tém sido diferenciados em relacao a energia
requerida para o processo de fragmentacdo primaria; o isbmero £ Sparece energeticamente mais favoravel.
Substancias que contém o grupo éster, tanto para o isdmero a e o isdmero b (69 e 70) apresentam uma
facilidade na formacéo dos ions [M+Na]*e [M+K]*, o que pode ser explicado também pelo efeito doador dos
atomos de oxigénio ou pela alta basicidade dos grupos amino presentes nas substancias 71e 72 favorecendo
aformacdo de moléculas protonadas (GIOACCHINI et a/, 2000).

Por outro lado, a fragmentacao dos alcaloides aporfinoides acontece, primeiramente, pela perda do
grupo amino e seus subtituintes e, posteriormente, pela perda de grupos periféricos. As eliminacdes de
metanol e CO sao observadas se um OH é vicinal aum OCH, no anel aromatico. O espectro mostra eliminagdes
CH, ou CH,0. Se um grupo dioxi-metileno esta presente, observa-se a perda de formaldeido seguido de CO
(STEVIGNY et al, 2004).

Os alcaloides naftil-isoquinolinicos sdo identificados pela geragdo de moléculas protonadas [M+2H]*
para korupensaminas e duplamente protonadas [M+2H]*" para michelaminas (BRINGMANN et a/, 1998).

As reacdes de fragmentacao dos alcaloides isoquinolinicos propostas envolvem eliminagdes neutras
e radicalares e formacao de ions [M+H]* para os alcaloides terciarios e [M]* para os quaternarios (FABRE et al,
2000).

De uma forma geral, os mecanismos de fragmentacao via ESI para os alcaloides isoquinolinicos
encontrados sdo: a clivagem (anéis piperidinicos, benzilicos), a eliminacdo (moléculas neutras, radicais) e
RDA. Pode haver a formacao dos ions [M+2H]*, [M+2H]**, [M+H]*, [M]*, [M+Nal*, [M+K]*. Existe a tendéncia
para a rota de formacao de susbtancias altamente conjugadas, devido a sua estabilidade e o sitio mais
provavel da protonacado é o N da parte isoquinolinica. Essas rea¢cdes vao depender da estrutura quimica do
alcaloide, se sao terciarios ou quaternarios e também da natureza e posi¢ao dos substituintes.
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APLICACAO DA ELETROFORESE CAPILAR NA ANALISE DE

Jodo Carlos Palazzo de Mello
Lia Akina Ito

INTRODUCAO

A eletroforese é definida como o movimento,
em solucao eletrolitica, de substancias carregadas
eletricamente sob a influéncia de um campo elétrico,
no qual a separacdo entre dois solutos ocorre de
acordo com diferencas entre suas mobilidades
eletroforéticas (SUNTORNSUK, 2010). Essa técnica
separa substancias baseado nas diferencas de
mobilidade eletroforética, particao de fase, potencial
hidrogeniénico (pH), tamanho molecular, ou uma
combinagao de uma ou varias dessas propriedades
(KVASNICKA, 2007).

A eletroforese capilar (EC) surgiu como um
método analitico de separacdo e analise de
substancias quimicas, complementando técnicas de
separacao classicas como cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), cromatografia em fase gasosa

PRODUTOS NATURAIS
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(CG) e eletroforese em gel (PREINERSTORFER et a/, 2009).

As técnicas de CLAE e CG sao semelhantes a EC na exibicdo, manipulacdo de dados e na automacao,
tendo essencialmente a unido dos mecanismos de separacdo de eletroforese com os conceitos de
instrumentacao e automacao da cromatografia.

A EC oferece varias vantagens quando comparada com as demais técnicas de separagdo rapida e
eficiente, apresentando alta resolucao, relativamente econémica, colunas capilares duradouras, utilizacdo de
pequenas quantidades de amostra, baixo consumo de reagentes, instrumentagao altamente automatizada e
mecanismos de separacao simples (ALTRIA, 1999; LECHTENBERG et a/, 2004; CAO et al, 2008; PREINERSTORFER
et al, 2009).

A EC pode serempregada na analise e caracterizacao de uma vasta variedade de analitos, desde ions
inorganicos, pequenas moléculas organicas, peptideos, proteinas, acidos nucleicos, virus, fungos e bactérias
(KVASNICKA, 2007).

Atécnica de EC é frequentemente empregada na andlise de produtos naturais em extratos, formulagdes
farmacéuticas e suplementos alimenticios, sendo, especialmente, aplicados na analise qualitativa e quantitativa
de metabdlitos secunddrios de plantas (ISSAQ,1997, 1999; SUNTORNSUK, 2002; UNGER, 2009).

INSTRUMENTACAO

Uma das principais vantagens da EC é a utilizacdo de uma instrumentacao simples. O equipamento
consiste de frascos de amostra, frascos de origem e destino, capilares (geralmente de silica fundida), eletrodos
(platina), uma fonte de alta tensdo, um detector apropriado e um computador para o tratamento de dados
(TAGLIARO et al, 1998; SANTORO et al, 2000; SUNTORNSUK, 2010).

COMPUTADOR

DETECTOR

AMODO

VIALDE ORIGEM VIALDE AMOSTRA VIALDE DESTING

{ FONTE DE ALTA TENSAO ]

J

FIGURA1 | Representacdo esquematica de um sistema de eletroforese
capilar.



Na EC, o capilar, os frascos de origem e destino sdo preenchidos com uma solucéo eletrolitica,
normalmente uma solucdo de tampdo aquoso. A extremidade de entrada do capilar é colocado no frasco
de amostra, na qual a amostra é introduzida, e o capilar volta a ser colocado no frasco de origem.
Posteriormente, é aplicado um campo elétrico entre os frascos de origem e destino. Os solutos migram
através do capilar pela interacdo do fluxo eletro-osmoético do tampéo e da mobilidade eletroforética dos
solutos, sendo entdo detectados e os sinais transformados e representado por eletroferograma (resposta
do detector versuso tempo em minutos). Como os solutos migram através do capilar com velocidades
diferentes, passam pelo detector em tempos diferentes, aparecendo no eletroferograma com diferentes
tempos de migragao.

INTRODUCAO DA AMOSTRA

Na EC séo utilizados volumes pequenos de amostra. Sdo colocados nos frascos de amostra de poucos
microlitros a poucos mililitros, ja que sao introduzidos no capilar volumes na ordem de nanolitros (ISSAQ,
1997). Aintroducdo da amostra é realizada posicionando a extremidade de entrada do capilar no frasco de
amostra, podendo a amostra ser introduzida por diferentes técnicas, sendo as mais comuns as injecoes
hidrodinamica e eletrocinética (LI et a/, 2006).

A injecao hidrodinamica, também conhecida como hidrostatica, pode ser realizada por pressao
ou gravidade. A injecdo por pressao pode ser feita colocando a extremidade de entrada do capilar no
frasco de amostra e aplicando uma pressao nesse frasco, ou aplicando um vacuo no frasco de destino
enquanto a extremidade de entrada do capilar estiver no frasco de amostra (SCHMITT-KOPPLIN &
FROMMBERGER, 2003). A injecdo por gravidade é conhecida também por sifonamento, onde a
extremidade de entrada do capilar é introduzida no frasco de amostra, esse frasco é elevado acima do
frasco de destino, permitindo que a amostra sifone para dentro do capilar SUNTORNSUK, 2002; LI et a/,
2006).
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FIGURA 2 | Injecéo hidrodindmica por pressao (A); Injecdo hidrodinamica por
vacuo (B) e Injecdo hidrodinamica por gravidade (C).
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Aiinjecao eletrocinética, também conhecida como eletromigracao, é realizada colocando o capilar e
o anodo no frasco de amostra sendo aplicada voltagem por determinado periodo de tempo. Nesse caso, a
amostragem ndo serd homogénea, ja que a quantidade de amostra injetada vai depender da mobilidade
eletroforética de suas substancias, ou seja, como os solutos serao introduzidos com a aplicacdo de um campo
elétrico; solutos com alta mobilidade eletroforética migraram mais rapidamente e em maior quantidade para
o interior do capilar do que os solutos com menores mobilidades eletroforéticas (TAGLIARO et a/, 1998;
SUNTORNSUK, 2002; LI et a/, 2006). A injecdo eletrocinética é empregada quando se utiliza capilares
preenchidos com gel, pois esse oferece maior resisténcia para injecdes por gravidade e injecdes por pressao
podem empurrar o gel para fora do capilar (TAVARES, 1997).

WLDE DESTHO

FONTEDE ALTA TENSAO

FIGURA 3 | Esquema geral de uma injecéo eletrocinética.

CAPILARES

Geralmente sao utilizados capilares de silica fundida com diametro interno de 50 ou 75 um e diametro
externo de 375 um, variando o comprimento de 30 a 100 cm. O capilar de silica fundida é transparente para
aluz ultravioleta e visivel, permitindo o uso de baixos comprimentos de onda, podendo-se obter a deteccao
on-column,ou seja, detectando os solutos ainda dentro do capilar com o préprio capilar sendo utilizado como
célula do detector, quando for utilizado o detector UV-Vis ou de fluorescéncia. O capilar de silica fundida, por
ser facilmente quebravel, é revestido por uma camada externa de polimida, portanto é necessario fazer uma
janela 6ptica removendo uma pequena secao de aproximadamente um centimetro desse revestimento.
Retira-se por raspagem ou pela queima desse revestimento, posicionando essa janela no caminho daluzdo
detector (TAGLIARO et a/, 1998).



DETECTORES

Na eletroforese capilar podem ser utilizados diversos tipos de detectores: ultravioleta-visivel (UV-Vis),
fluorescéncia, fluorescéncia induzida por /aser, espectrometria de massas, condutividade, indice
amperométrico, indice radiométrico e indice de refracao.

Os critérios para a escolha de determinado detector sdo os mesmos aplicados na cromatografia
liquida de alta eficiéncia, incluindo sensibilidade, faixa linear dinamica e seletividade.

Os limites de deteccao na eletroforese capilar sdo aproximadamente de 1 mg/ml (ppm) a 1 mg/ml
(ppb).

Detector Ultravioleta-Visivel (Uv-Vis)

A deteccdo pela absorbancia na luz ultravioleta ou visivel é a mais amplamente utilizada na eletroforese
capilar. A maioria das substancias apresenta grupamentos cromoéforos, ou seja, que absorvem luz. Assim,
quando uma luz é incidida sobre a molécula, parte da luz é absorvida e parte é transmitida, sendo essa
detectada pelo fotodetector, apresentando eletroferogramas da absorbancia versustempo (ZEMANN et a/,
1998).

Existem dois tipos de deteccdo por UV-Vis, um com comprimentos de onda fixos e outro por arranjo
de diodos (DAD). O detector por arranjo de diodos é mais vantajoso, pois com a deteccdo nos diversos
comprimentos de onda e com a possibilidade de analise do espectro, essa técnica permite a determinacdo da
pureza e a identificacdo de alguns picos (TAGLIARO et al, 1998).

Detector de Fluorescéncia

Fluorescéncia é um tipo seletivo de deteccdo, pois somente solutos que fluorescem sdo detectados.
Esses correspondem a aproximadamente 10% das substancias organicas que tém uma eficiéncia quantica
suficientemente alta para ser detectado pelo detector de fluorescéncia.

Quando uma energia em forma de luz atinge uma molécula, parte dessa energia é dissipada como
calor e parte como luz. Essa dissipacao de luz varia de acordo com as transicdes eletrdnicas dentro da
molécula, podendo ser fluorescente, fosforescente ou quimioluminescente, e quanto maior a dissipacao de
luz maior o sinal obtido no espectro.

Nesse tipo de deteccdo, o comprimento de onda da luz utilizado para a excitagao é menor do que o
comprimento de onda daluz emitido, portanto, sao obtidos dois espectros de fluorescéncia associados a um
mesmo composto, um espectro de excitacdo e um espectro de emissao. O espectro de excitacdao é um
grafico da intensidade de luz emitida versuso comprimento de onda da luz na excitacéo, e o espectro de
emissao é um grafico daintensidade de luz emitida versuso comprimento de onda da luz emitida.

Detector de Fluorescéncia Induzida por Laser

Na deteccao por fluorescéncia, quanto maior a intensidade da luz emitida por uma molécula, maior a
sensibilidade da deteccao e, logo, maior o pico no eletroferograma. A intensidade de luzemitida depende da
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eficiéncia quantica do soluto e do numero de moléculas excitadas, enquanto que essa é proporcional a
incidéncia da radiagao.

No detector de fluorescéncia induzida por /aser, ao invés da luz branca é utilizado um feixe capaz
de produzir radiagOes de alta intensidade para excitacao das moléculas, aumentando drasticamente a
sensibilidade da deteccao quando comparada a deteccdo de fluorescéncia utilizando luz branca (PAPPAS
et al, 2005)

Como sdo poucas as substancias que possuem fluorescéncia, e as espécies que podem ser derivatizadas
sdo limitadas, outra forma de se aplicar essa técnica é pela deteccdo indireta. Nesse caso, um fluoréforo é
adicionado ao eletrolito, produzindo um sinal constante de intensidade de fluorescéncia, a partir do momento
gue um analito passa pela regido do detector, o sinal da intensidade de fluorescéncia varia (WANG et a/,
2007).

Deteccao por Espectrometria de Massas

O espectrometro de massas apresenta uma boa sensibilidade e funciona como um detector universal,
detectando qualquer composto que tenha massa molecular dentro da faixa de massas do espectrometro
(PAPPAS et al, 2005).

O espectrémetro de massas é acoplado a eletroforese capilar por meio de uma interface de ionizagao
por eletrospray. No espectrometro de massas, a molécula é quebrada em fragmentos carregados que sdo
analisados e produzem um espectro de massa, apresentando a razdo massa-carga (m/2) versusaintensidade
para cada fragmento. Essa fragmentacdo e a abundancia relativa de cada fragmento permitem determinagoes
qualitativas (SUNTORNSUK, 2010).

Deteccao por Condutividade

A deteccao por condutividade é baseada na mudanca da condutividade elétrica da solu¢do quando
um soluto iénico entra em contato com essa solucao. O detector de condutividade apresenta dois eletrodos
no frasco de destino, além de uma fonte de energia que aplica um potencial nesses eletrodos. Depois de
passar pelo capilar, os solutos passam por esses eletrodos reduzindo a resisténcia elétrica da solucdo, portanto
aumentando a condutancia elétrica. O detector mede essa condutancia, fornecendo a condutividade. A
resposta do detector estara diretamente relacionada com a mobilidade i6nica dos solutos (HUANG et a/,
1989; ZEMANN et a/, 1998).

Deteccao pelo indice Amperométrico

A deteccao pelo indice amperométrico mede a corrente resultante da oxidacao ou da reducao de
solutos eletroativos na superficie de um eletrodo. A extremidade do capilar de separacdo é conectado ao
capilar de deteccao por uma junta porosa, que é colocado no frasco do tampao que contém o catodo para
eletroforese. A outra extremidade do capilar de deteccao é posicionada em uma célula amperométrica com



um eletrodo de fibra de carbono, onde ird ocorrer a oxidacdo ou a reducao, e um eletrodo de referéncia
(WALLINGFORD & EWING, 1987).

A oxidacdo acontece quando um elétron é transferido da molécula do soluto para a superficie do
eletrodo contido na célula amperométrica, aumentando a carga do soluto. Na reducado acontece o
contrario, o elétron da superficie do eletrodo passa para o molécula do soluto, reduzindo a carga do
soluto. A corrente que passa pelo eletrodo da célula amperométrica é proporcional ao numero de
elétrons transferidos, portanto proporcional também a concentracdo do soluto (WALLINGFORD & EWING,
1988).

Deteccéo pelo indice Radiométrico

A deteccao radiométrica é utilizada quando os solutos sdo radioativos. Pode-se adicionar um marcador
radioativo em uma substancia, podendo entdo detecta-lo (PAPPAS et a/, 2005).

Na deteccao radiométrica a emissao de particulas  atravessam a parede do capilar e reagem com um
semicondutor, resultando em um sinal.

Deteccao pelo indice de Refracdo

A deteccao pelo indice de refracdo é realizada medindo a quantidade de luz emitida que é defletida
depois de passar através do soluto em relagado a posicdo da luz passando somente pelo tampéo. Utiliza-se
um /asercomo fonte de luz, que quando defletido é medido por um sensor de posicdo da luzirradiada.

FONTE DE ENERGIA

Afonte de alta tensao é utilizada para estabelecer um campo elétrico ao longo do capilar, permitindo
que a eletroforese aconteca. As fontes podem ser operadas a tensdo ou corrente constante, com valores que
variam de 0 — 30 kV e de 0 — 300 pA, respectivamente.

Geralmente nos capilares de silica, a direcao do fluxo eletro-osmatico é direcionado para o catodo, a
polaridade normal é do eletrodo positivo, anodo, para o eletrodo negativo, o catodo. No entanto, em casos
particulares, a polaridade pode ser revertida (TAGLIARO et a/, 1998).

Com o uso de altas voltagens, o controle da temperatura do capilar é fundamental para uma boa
andlise. Com a dissipacao efetiva do calor, o uso de altas voltagens apresenta vantagens como separacoes
com alta eficiéncia, tempos de separagao curtos e uma boa resolucao entre os picos. Porém, aumentos na
temperatura interna do capilar pela dissipacao inadequada do calor causam mudancas na viscosidade do
tampao e, consequentemente, na velocidade de migracao dos analitos (LI et a/, 2006).

TRATAMENTO DOS DADOS

Como na cromatografia liquida de alta eficiéncia, a eletroforese capilar dispde de injecdes de amostra
automatizadas e controle do instrumento, sendo muito Util no desenvolvimento de métodos.
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Podem ser realizadas andlises qualitativas comparando tempos de migracao de amostras e padroes,
determinando qual pico corresponde a qual padrao. Porém, a eletroforese capilar ndo é uma boa técnica
qualitativa.

Ao contrario, a eletroforese capilar é uma excelente técnica quantitativa, ja que as alturas e areas dos
picos sdo proporcionais a sua concentracdo. Andlises quantitativas sao feitas a partir de curvas de calibracgéo.

TECNICAS DE SEPARACAO

A eletroforese capilar apresenta uma grande versatilidade devido a disponibilidade de diferentes
modos de separagao. As técnicas de separacdo mais comumente utilizadas na eletroforese capilar sdo
eletroforese capilar de zona (CZE), cromatografia eletrocinética micelar (MEKC), eletrocromatografia capilar
(CEQ), isotacoforese capilar (CITP), eletroforese capilar em gel (CGE) e focalizacdo isoelétrica capilar (CIEF)
(SUNTORNSUK, 2002; SILVA et a/, 2007; SUNTORNSUK, 2010).

ELETROFORESE CAPILAR DE ZONA (CZE)

A eletroforese capilar de zona é a mais simples das técnicas de separacdo, sendo também conhecida
como eletroforese capilar em solucio livre. E a técnica mais utilizada, pois é aplicavel na separacdo de
substancias ionizaveis na mesma corrida, embora nao seja ttil na separagao de substancias neutras (TAVARES,
1997).

Antes da corrida da amostra, normalmente é feito uma lavagem com uma solucao basica. No caso dos
capilares dessilica fundida, na presenca dessa solucao basica, os grupamentos silandis (Si-OH) da superficie do
capilar seraoionizados para grupamentos silanoatos (Si-O") carregados negativamente. Apds essa ionizagao,
o capilar é enxaguado com tampao, assim, os grupamentos silanoatos atrairao os cations positivamente
carregados do tampao, formando uma camada interna de cations na parede do capilar (TAGLIARO et a/, 1998;
SCHMITT-KOPPLIN & FROMMBERGER, 2003). Como esses cations ndo tém uma densidade suficiente para
neutralizar todas as cargas negativas, uma segunda camada de cations é formada. A camada interna de
cations que esta fortemente ligada aos grupamentos silanoatos é chamada de camada fixa, enquanto que a
camada externa de cations, como néo se encontra fortemente ligada aos grupamentos silanoatos é chamada
de camadamovel. Essas duas camadas formam a camada dupla difusa de cations (SUNTORNSUK, 2002; VALLS
et al, 2009).

Entre essas duas camadas existe um plano de cisalhamento e, quando aplicado o campo
elétrico, é criado uma diferenca de potencial entre essas duas camadas, chamado de potencial zeta
((). Assim, quanto maior a espessura da dupla camada, maior o potencial zeta (C), e maior o fluxo
eletroosmético. Lembrando que a espessura da dupla camada é inversamente proporcional a
concentracao do tampao. Quando um campo elétrico é aplicado, a fase mével de cations é atraida
em direcdo ao catodo carregado negativamente, causando o fluxo eletro-osmético (SCHMITT-KOPPLIN
& FROMMBERGER, 2003).
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FIGURA 4 | Representagdo do fluxo eletroosmético no interior do capilar.

Na eletroforese capilar de zona, tanto o capilar quanto os frascos de origem e destino sdo preenchidos
com o mesmo tampao. A partirdo momento que a amostra é introduzida no capilar e a voltagem é aplicada,
os solutos vao migrar pelo capilar em forma de zonas. A diferenca de potencial entre os eletrodos produz um
fluxo eletroosmético que carrega todos os solutos pelo capilar do anodo para o catodo, no entanto, os solutos
serdo separados pela diferenca entre as suas mobilidades eletroforéticas. A mobilidade eletroforética é
baseada na razdo massa-carga de cada soluto, sendo causada pela atracdo que os solutos com carga sofrem ao
eletrodo com carga oposta a sua, ou seja, solutos carregados negativamente serdo atraidos pelo anodo e
solutos carregados positivamente serao atraidos pelo catodo. No entanto, o fluxo eletro-osmotico é maior do
que as mobilidades eletroforéticas dos solutos, carregando todos eles em direcdo ao detector e,
posteriormente, ao catodo. Ou seja, a velocidade de cada soluto serd a interacdo da mobilidade eletroforética
de cada soluto com o fluxo eletro-osmético do sistema. Assim, a ordem de eluicdo sera cations, neutros e
anions. Porém, os ions serao totalmente separados enquanto as substancias neutras, por apresentarem a
mesma mobilidade eletroforética, eluirdo todos no mesmo pico, sofrendo a acdo somente do fluxo eletro-
osmotico (TAGLIARO et al, 1998).

CROMATOGRAFIA ELETROCINETICA MICELAR (MEKC)

A cromatografia eletrocinética micelar é a técnica de escolha para separacao de substancias neutras
em eletroforese capilar, sem essa técnica a aplicabilidade da eletroforese capilar seria restrita somente a
separacdo de substancias ionizaveis.
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Essa técnica é baseada na particao dos solutos entre micelas e o tampao de corrida. A diferenca entre
218 essa técnica e a eletroforese capilar de zona é a adicao de surfactantes a solu¢do tampao, que irdo produzir as
micelas (ALTRIA, 1999; SUNTORNSUK, 2002; UNGER, 2009).

Os surfactantes, também conhecidos como detergentes, sdo moléculas que apresentam uma por¢ao
hidrofilica em uma extremidade da molécula e uma porcao hidrofébica na outra extremidade. Quando o
surfactante esta presente em solucao em uma concentragdo maior do que sua concentragao critica micelar
(CMCQ), as moléculas do surfactante se agregam formando micelas. As micelas possuem um formato esférico,
com as porg¢des hidrofilicas voltadas para a parte externa da micela estando em contato com a solucdo tampao
aquosa, e as por¢des hidrofébicas voltadas para o centro da micela (SUNTORNSUK, 2002). O surfactante mais
amplamente utilizado na cromatografia eletrocinética micelar é o dodecil sulfato de sédio (SDS), com o
grupamento hidrofilico SO, em uma extremidade e o grupamento hidrofébico CH,-(CH,),, em outra (TAVARES,
1997; PAPPAS et a/, 2005; UNGER, 2009).
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FIGURA5 | Micela de dodecil sulfato de sédio (SDS). Com grupamentos
hidrofilicos O-SO, em contato com o tampao aquoso na parte
exterior da micela, e grupamentos hidrofébicos CH,-(CH,),, no
interior da micela. A micelas de SDS sao formadas por 62
moléculas de SDS, porém, as micelas foram desenhadas com
apenas 16 moléculas para melhor visualizacao.

Na presenca das micelas, substancias insoltiveis em agua véao particionar nas por¢oes hidrofébicas da
micela, ao contrario das substancias sollveis em dgua que vao ficar presentes na solucdo tampao. As substancias
com solubilidade intermediaria irdo particionar entre a solucao tampdo aquosa e as micelas (ALTRIA, 1999;
VALLS et al, 2009).



Em uma corrida, utilizando o SDS como surfactante e considerando a presenca de substancias
eletricamente neutras, quando aplicada a voltagem, sera criado um fluxo eletro-osmético que carregara a
amostra, solucao tampéao e micelas do anodo para o catodo, porém as micelas carregadas negativamente
serdo atraidas para o anodo, possuindo uma mobilidade eletroforética menor do que o fluxo eletro-osmotico.
Assim, moléculas hidrofilicas presentes na solu¢do tampao serado carregadas pelo capilar, sofrendo acdo do
fluxo eletro-osmético e eluirdo primeiro, enquanto que as moléculas hidrofébicas eluirao juntamente com as
micelas. As moléculas parcialmente soluveis em dgua irdo particionar entre as micelas e a solucao tampao,
dependendo de sua hidrofobicidade, com tempos de retencao proporcionais ao tempo que permanecem
dentro das micelas (TAGLIARO et a/, 1998).

ELETROCROMATOGRAFIA CAPILAR (CEC)

A eletrocromatografia capilar é uma técnica de separacao que une caracteristicas da eletroforese
capilar e da cromatografia liquida de alta eficiéncia (STOGGL et a/, 2006; UNGER, 2009; VALLS et a/, 2009;
SUNTORNSUK, 2010; YANG et al/, 2010). Nessa técnica encontra-se dentro do capilar uma fase estacionaria
composta por microparticulas de silica fundida contendo um ligante hidrofébico que retém os solutos, e uma
fase movel, geralmente uma mistura de tampdes aquosos, que se movimentam através do capilar por um
fluxo eletro-osmético (ALTRIA, 1999; SCHERZ et a/, 2007).

A separacao é realizada pela diferenca de particdo entre as duas fases, pela diferenca na eletromigracao,
ou a combinacgao das duas (ALTRIA, 1999; SCHERZ et a/, 2007; VALLS et al, 2009; YANG et a/, 2010).

ISOTACOFORESE CAPILAR (CITP)

Na isotacoforese capilar, coloca-se a amostra entre dois tampodes no capilar, um eletrélito carreador
lider e um eletrélito carreador terminal, aplicando-se um campo elétrico. A separacao sera realizada de
acordo com as diferencas nas mobilidades eletroforéticas dos ions da amostra em relacao aos ions dos
eletrélitos lider e terminal. Porém, na isotacoforese capilar ndo é possivel separar anions e cations na mesma
corrida, sendo aplicado somente as misturas de um ou de outro (SUNTORNSUK, 2010).

Na separacao de uma mistura de cations, deve-se selecionar um eletrélito carreador lider que possua
cations com a mobilidade maior do que a dos cétions presentes na amostra, enquanto que o eletrélito
carreador terminal deve apresentar cations com a mobilidade menor do que os cations da amostra. A partir do
momento que se aplica o campo elétrico, todos os cations, tanto da amostra quanto dos eletrélitos, migrardo
em direcdo ao catodo, no entanto, como as mobilidades dos cations sao diferentes, os cations daamostra com
maior mobilidade ficardo proximos do eletrdlito lider e os de menor mobilidade préximos ao eletrélito
terminal, formando zonas. Depois de formadas as zonas, os eletrélitos e os solutos da amostra migram através
do capilar e detector.Todos os cations dos eletrélitos e da amostra migram na mesma velocidade do eletrélito
carreador lider, por isso 0 nome /sotacho- que significa“velocidade constante” (TAVARES, 1997).
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FIGURA6 | Representagdo da isotacoforese de cations.

ELETROFORESE CAPILAR EM GEL (CGE)

A eletroforese em placa de gel é a técnica de separacdo mais tradicional na biomedicina e bioquimica
para separacdo e caracterizacdo de proteinas, sequenciamento de DNA e mapeamento de fragmentos de
DNA (TAGLIARO et a/, 1998).

A eletroforese capilar em gel (CGE) combina os principios da eletroforese em gel com ainstrumentacgao
e os capilares de pequeno diametro da eletroforese capilar. Como os capilares dissipam o calor melhor do que
as placas, pode-se utilizar maiores campos elétricos, obtendo separagdes mais rapidas.

Na eletroforese capilar em gel, o capilar é preenchido com um gel, normalmente um polimero
poliacrilamida/bisacrilamida reticulado ou um polimero poliacrilamida linear nao reticulado.

Na eletroforese capilar de zona os solutos sao separados de acordo com diferencas nas razées massa-
carga, entretanto, quando essas razdes sdo muito préximas nao é possivel realizar essa separacdo. A eletroforese
capilar em gel é aplicada nas andlises de moléculas carregadas que variam no tamanho, mas ndo na razao
massa-carga, ja que os solutos sdo separados por um mecanismo de peneiramento molecular com base em
seus tamanhos, moléculas pequenas sdo capazes de atravessar o gel e eluir primeiro, enquanto que moléculas
grandes sdo retardadas pelo gel e eluem depois (TAVARES, 1997).
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FIGURA7 | Representacao da eletroforese capilar em gel no interior do
capilar.



Na eletroforese capilarem gel, é necessario que o gel seja covalentemente ligado a parede do capilar
para que o fluxo eletro-osmotico ndo empurre o gel para fora do mesmo. Outro cuidado que se deve ter é
com relacdo a formacdo de bolhas de gas dentro do capilar que geram correntes instaveis (TAGLIARO et a/,
1998).

FOCALIZACAO ISOELETRICA CAPILAR (CIEF)

Na focalizagdo isoelétrica, os solutos sdo separados de acordo com seus pontos isoelétricos (pl). Essa
técnica é utilizada principalmente para separacédo de espécies anféteras, como proteinas e polipeptidios, mas
pode ser utilizada também para separar qualquer mistura de substancias com diferentes pontos isoelétricos,
contanto que o gradiente de pH formado abranja os pontos isoelétricos da amostra (WU et a/, 1998; LOPEZ-
LORENTE et a/, 2011).

Substancias anféteras sao aquelas que podem ser tanto anions quanto cations, dependendo do pH da
solucao, em que o pH dessa substancia é neutra, assim é denominado de ponto isoelétrico (pl). Uma solucao
de anfélitos contém uma mistura de substancias com diferentes pl, normalmente formados por grupos de
aminoacidos e acidos carboxilicos, que em presenca de um campo elétrico formardo um gradiente de pH no
capilar.

A focalizacao isoelétrica capilar é realizada preenchendo o capilar com uma mistura de anfélitos e
amostra. O frasco que contém o catodo é preenchido com um catdlito, normalmente uma solucao basica de
hidréxido de sédio 0,02 M, com o pH menor do que o pl do anfélito mais acido, e o frasco que contém o anodo
é preenchido com um andlito, uma solucao acida de acido fosférico 0,02 M, devendo essa solucao ter um pH
maior do que o pl do anfélito mais basico. Quando uma pequena voltagem é aplicada, solutos da amostra e os
anfélitos migram através do capilar até alcancar um ponto onde eles sdo neutros, ou seja, onde o pH da
solucdo seja igual ao ponto isoelétrico da substancia. Quando a corrente diminui para um valorde 10a 25%
do seu valor inicial é indicativo de que todas as substancias ja se encontram em seu ponto isoelétrico. As
substancias ficam em estado constante, pois ndo sofrem acao do fluxo eletro-osmético, ja que o capilar é
previamente tratado para ndo produzir o fluxo eletro-osmaético e nem para que ocorra a absor¢do da amostra
na parede do capilar (TAVARES, 1997).
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FIGURA 8 | Representacdo dafocalizacdo isoelétrica capilar. pl=ponto
isolelétrico.

Apos a focalizacdo da amostra, os anfélitos e as zonas de solutos da amostra sofrem uma mobilizagao,
ou seja, sdo empurrados através do capilar para serem entdo detectados, obtendo-se um eletroferograma.
Existem dois tipos de mobilizacdo, a mobilizacdo hidrodinamica por aplicacdo de pressao, ou a mobilizacdo
eletroforética, que ocorre pela aplicacdo de voltagem, sendo necessaria a adicdo de um sal em um dos
reservatorios do anolito ou do catélito. Geralmente, é utilizada a mobilizagao eletroforética, devido a menor
perda de resolucao das bandas pré-focalizadas (RODRIGUEZ-DIAZ et al, 1997; WU et al, 1998).

SEPARACOES QUIRAIS

Separacdes quirais sao um dos topicos mais promissores no emergente campo da eletroforese capilar
e permitem a observacao de intera¢des intermoleculares fracas e até mesmo efeitos estereosseletivos fracos
nessas interagdes (SUNTORNSUK, 2010). A separacao de enantibmeros com seletores quirais neutros é realizada
por eletroforese capilar, de zona (CZE), e a separacao com seletores quirais carregados € realizada com
cromatografia eletrocinética (MEKC) (CHANKVETADZE, 1997).

A separacao por CZE é baseada na mobilidade eletroforética dos analitos carregados numa solucao
tampao sob efeito do campo elétrico aplicado. As mobilidades eletroforéticas dos analitos sao resultados de
suas diferentes densidades de carga efetiva, porém, a efetiva razdo massa-carga (densidade de carga) ndo
diferencia para os enantiobmeros em meio isotrépico. Logo, enantio-separacao se torna impraticavel na



eletroforese capilar de zona original. As enantiossepara¢des descritas para a eletroforese capilar de zona
envolvem a adicdo de um seletor quiral na solucdo tampao. Logo, a enantiosseparacao é baseada na interacao
estereosseletiva dos enantiomeros com o seletor quiral e ndo na diferenca das densidades de carga efetiva
(CHANKVETADZE, 1997).

Recentemente, tem sido mostrado que a eletroforese capilar é uma excelente técnica de separagao
quiral. As principais vantagens dessa técnica sao a alta eficiéncia, o rapido equilibrio do sistema, e a possibilidade
de uso de seletores quirais caros, ja que sao necessdrias poucas quantidades. Encontram-se disponiveis dois
métodos de eletroforese capilar para separacao quiral: direto e indireto. O método indireto é baseado na
formacao de diasteroisomeros estaveis a partir de derivatizacao quiral com reagentes. Esses diasteroisémeros
podem ser separados com um tampao eletrolitico aquiral, baseados nas propriedades fisico-quimicas dos
diasteroisdmeros. Porém, o método indireto necessita de muitos reagentes, e o préprio procedimento é
demorado, podendo ocorrer racemizacao durante o processo. Como o método direto ndo apresenta essas
desvantagens, é o mais utilizado atualmente. A determinagdo quiral direta é realizada adicionando seletores
quirais diretamente na solucdo tampao. Seletores quirais incluem sais biliares e alguns antibiéticos como a
estreptomicina, mas os mais utilizados sao as ciclodextrinas (CD). A cavidade da CD é relativamente hidrofébica
e capaz de receber substancia de diferentes tipos, particularmente aquelas com grupos ndo polares. A parte
exterior da CD, por outro lado, é relativamente hidrofilica devido a presenca de grupos hidroxilas e é capaz de
interagir com partes hidrofilicas da molécula. Se os enantidmeros se encaixarem dentro da cavidade ou
interagirem com a superficie externa da CD, formam diferentes constantes de ligagao, sendo possivel separa-
los (DEEB et al, 2008). Além disso, sdo utilizados mecanismos de resolucdo para separagdes enantioméricas
por eletroforese capilar que incluem: complexacdo-incluséo, troca de ligante quiral, interacdes de afinidade
e pares de ions, entre outros (PAN et a/, 2008; FANALI, 2009).

A seletividade da separacao enantiomérica para determinado analito é dependente da natureza e
concentracdao das CD adicionadas a solu¢ao tampao, do seu grau de substituicao e da posicao dos substituintes.
Além disso, fatores como pH, a natureza e a concentracdo da solucdo tampao, a superficie do capilar, o modo
de polaridade, a voltagem aplicada também afetam a enantioseparacao (FILLET et a/, 1998).

APLICACOES COM PRODUTOS NATURAIS

FLAVONOIDES

Lee & Ong (2000) realizaram uma analise comparativa de catequinas e teaflavinas de varios tipos de
chas chineses por eletroforese capilar (EC) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os polifendis
analisados incluiram a catequina, catequina galato, epicatequina, epicatequina-3-galato, epigalocatequina,
epigalocatequina-3-galato, teaflavina, teaflavina-3-monogalato, teaflavina-3'-monogalato, teaflavina-3,3'-
digalato. Essas substancias foram separadas por CLAE em 27 minutos, com coluna C18 e utilizando duas fases
méveis com diferentes composicdes de acetonitrila e acido trifluoroacético. Ja a separacao por EC foi obtida
em menos de 10 minutos, utilizando um eletrélito consistindo de 200 mM acetonitrila-acido bérico (pH 7,2),
100 mM dihidrogenofosfato de potassio (pH 4,5), contendo 20 mM de 3-CD (72.5:27.5, v/v); aplicando uma
voltagem de 25 kV a 30 °C. A analise por EC foi trés vezes mais rapida, no entanto, foi cinco vezes menos
sensivel do que a CLAE. Os dois métodos foram utilizados para quantificacdo de polifenéis em diferentes
chas, incluindo o cha verde japonés, os chas Long-jin, jasmin, chrysanthemum, pu-erh, iron buddha, oolonge
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o ceylong. Os autores concluiram que ambas as técnicas eram confidveis e compativeis com a analise, porém
a pequena quantidade de solvente utilizada na analise por EC minimizava o desperdicio de solvente utilizado
na CLAE, sendo considerada a EC uma ferramenta pratica e rapida na andlise rotineira de chas.

Gotti eral (2009) avaliaram a qualidade dos extratos de chas, além de proporcionar a diferenciacao de
amostras de chas baseadas em suas origens geograficas, variacdes sazonais e processamento. Podemos
encontrar naturalmente nos chas epicatequina e epigalocatequina, no entanto, durante o processo de fabricacao
envolvendo aquecimento ou condigdes de estocagem precarias, essas substancias podem sofrer epimerizagao
para entcatequina e entgalocatequina, respectivamente. Assim, entcatequina e entgalocatequina quando
presentes atuam como marcadores das amostras de chas que foram sujeitas a tratamento térmico. A separacdo
por cromatografia eletrocinética micelar (MEKC) foi otimizada para as substancias mais encontradas na
composicdo dos chds (figura 9), sendo elas a epicatequina [(-)-EC], epicatequina galato [(-)-ECG],
epigalocatequina [(-)-EGC], cafeina [CF], epigalocatequina galato [(-)-EGCG], catequina [(+)-C], ent-catequina
[(-)-C], ent-galocatequina galato [(-)-GCG], teobromina [TB], teofilina [TF], entgalocatequina [(-)-GC],
galocatequina [(+)-GC]. Obtiveram-se limites de deteccdo de 0,05 pg/ml para epigalocatequina, 0,4 ug/ml
para ent-galocatequina, 0,7 ug/ml para galocatequina, e 0,1ug/ml para as demais substancias. A porcentagem
dos desvios padrdes relativos dos tempos de retencao para intra-dia e inter-dia foram <0,7 e <1,6,
respectivamente. Depois de validado o método, foram identificadas e quantificadas as catequinas de diversos
chas provenientes de diferentes regides da China, Japao e Ceildo; o resultado foi consistente com a informacao
do fornecedor com relacado a qualquer tipo de tratamento térmico resultando em epimerizacdo. O método
aplicado possibilitou a diferenciacdo rapida de chas com base no conteldo de catequinas associado com o
processamento e armazenamento desses produtos.
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FIGURA9 | Eletroferograma CD-MEKC de mistura de padroes de catequinas e
metilxantinas. Condi¢ées de separacao: 25 mM borato-fosfato (pH
2,5), com SDS 90 mM e hidroxipropil-B-CD 25 mM. Capilar de
silica fundida (50 um id, 30 cm comprimento total, 8,5 cm
comprimento efetivo); voltagem 15 kV; temperatura 25 °C;
injecao hidrodinamica a 25 mbar por 2 s; detec¢do a 200nm.



Na medicina chinesa, a raizda Scutellaria baicalensis Georgi é muito utilizada como antipirético, anti-
inflamatdrio, antitumor, antibacteriano e antioxidante. Essas atividades bioldgicas sdo atribuidas aos seus
principais constituintes ativos, a baicalina e a baicaleina, devendo o medicamento apresentar pelo menos 8%
de baicalina. No entanto, as raizes da S. baicalensissao frequentemente confundidas com as raizes da Astragalus
membranaceus Moench, devido ao seu formato e coloracdo. As raizes da A. membranaceus sao utilizadas na
medicina chinesa para tratamento de diabetes, além de revitalizante e cicatrizante, porém o uso errobneo
dessa planta pode acarretar em efeitos colaterais. Como a raizda S. baicalensispossui a baicalina e baicaleina
gue ndo estao presentes na raizda A. membranaceus, Chen et al. (2000) diferenciaram as duas espécies com
relacao aidentificacdo dessas duas substancias por EC, aplicando deteccéo eletroquimica. Os analitos foram
separados em menos de 8 minutos, utilizando como eletrélito uma solucdo tampéo de 100 mM borato com
pH 9,0, com uma voltagem de 12 kV. O sistema apresentou uma boa estabilidade e reprodutibilidade com um
desvio padrao <5% com relacdo ao tempo de migracdo e a corrente do pico (n=7), sendo eficiente na
diferenciacdo das duas espécies.

ALCALOIDES

Os alcaloides pirrolizidinicos sdo encontrados em uma variedade de plantas, além de serem
identificados como carcinogénicos. Yu et a/. (2005) demonstraram a separacdo de quatro alcaloides
pirrolizidinicos toxicos, senquirquina, senecionina, retrorsina e senecifilina, em dois fitomedicamentos
tradicionais chineses (Qian liguange Kuan donghua). As condi¢cdes de separagao otimizadas consistiam de 20
mM borato, 30 mM SDS, 20% metanol em pH 9,1. Os alcaloides foram separados em 17 minutos, apresentando
uma boa linearidade na faixa de 8,3-166,7 ug/ml com coeficientes de correlacdo (R? entre 0,9940 e 0,9988.
Os limites de deteccdo foram de 2,7 ug/ml para senquirquina, 1,9 pg/ml para senecionina, 1,20 ug/ml para
retrorsina e 1,80 pg/ml para senecifilina. A determinacao desses alcaloides pirrolizidinicos extraidos de Qian
liguang e Kuan donghuafoi realizada, porém nenhum dos quatro alcaloides foram encontrados em Qjan
liguang, e somente a senquirquina foi detectada em Auan donghuacom uma quantidade de 79,1 ug/g de
planta.

Yuan et al. (2010) desenvolveram um método para separacao de alcaloides tropanicos, entre eles
atropina, anisodamina e escopolamina, por EC ndo aquosa acoplada com dois detectores, o detector de
eletroquimioluminescéncia (ELC) e de eletroquimica. Na busca por tempos de analise mais rapidos, foi utilizado
um capilar curto de 18 cm e uma alta voltagem de separagao (20 kV), ainda assim garantindo uma boa
eficiéncia de separacao. Os alcaloides foram separados em 4,5 minutos, com faixas de linearidade para
atropina, anisodamina, e escopolamina de 0,5-50, 5-2000, e 50-2000 uM, respectivamente. Essa metodologia
foi aplicada na determinacéo desses alcaloides em extrato de Flos daturae, com a identificacdo dos picos
realizada por adicdo de padrées a amostra, e, de acordo com a equacao linear, foi encontrada a presenca de
escopolamina, atropina e anisodamina na Flos daturae nas quantidades de 1,08, 0,69 e 0,20 mg/qg,
respectivamente.

Na ciéncia forense, diversos métodos analiticos sao utilizados a fim de identificar substancias presentes
em narcoticos. Um bom exemplo sdo as drogas opioides derivadas de Papaver somniferumL. No épio ja
foram reportados mais de 40 alcaloides, sendo de importancia medicinal e forense, a morfina, codeina,
tebaina, papaverina e narcotina. Reddy et a/ (2003) descreveram uma metodologia por CZE para andlise
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qualitativa e quantitativa dessas cinco substancias no épio (figura 10). Os alcaloides foram separados dentro

226 de 25 minutos, com limites de deteccdo de 850 ng/ml para morfina, 450 ng/ml para tebaina, 500 ng/ml para
codeinae narcotina e 550 ng/ml para papaverina. Analisando cinco amostras de resina de 6pio, as porcentagens
na composicao das amostras variavam na faixa de 14,45-15,95% na morfina, 2,0-3,45% na codeina, 1,32-
2,73% na tebaina, 0,92-2,37% na papaverina e de 3,85-5,77% na narcotina.

FIGURA 10 | Perfil de separacdo por CZE de amostra de resina de 6pio nas
condig¢bes otimizadas. CondigOes - eletrdlito: metanol — acetato
de sodio (pH 3,1) em agua (7:3; v/v), 15 kV, deteccao a 224 nm.
Picos: 1-tebaina, 2-codeina, 3-morfina, 4-papaverina, 5-narcotina.



Na producao de cigarros, um parametro na qualidade é o nivel de alcaloides totais encontrados,
dentre eles a nicotina, nornicotina, anatabina e anabasina. Kodama et a/ (2009) apresentaram a separagao
simultanea dos enantiomeros da nicotina, cotinina, nornicotina, antabasina e anabasina, empregando a CZE
com B-CDs sulfatadas como seletores quirais. A metodologia utilizava um capilar com grupamentos aminos,
fazendo com que o fluxo eletro-osmaético migrasse em direcdo ao polo positivo. Porém, com a adicao de -
CDs sulfatadas ocorria a adsorcédo idnica dessas com os grupamentos amino da parede do capilar, invertendo
o fluxo eletro-osmético em direcdo ao polo negativo. Além disso, ocorria aformagao de complexos aniénicos
estaveis entre cations e B -CDs sulfatadas, fazendo com que analitos catiénicos migrassem como anions. Esse
sistema foi aplicado a cinco amostras de cigarro (figura 11), sendo que apenas a cotinina ndo foi detectada em
nenhuma das amostras. No caso da nicotina, somente a (-)-nicotina foi detectada, no entanto a nornicotina,
anatabina e anabasina tiveram seus isomeros detectados, sendo a razdo do (-)-isdmero para o total de isbmeros
nas faixas de 58-70, 81-85 e 59-65%, respectivamente. O sistema também foi testado para amostra de cigarro
apos utilizado, sendo detectado somente os isdbmeros (-) e (+) da nicotina na razao de 96:4, mostrando que as
altas temperaturas da queima do cigarro levam a racemizacgao produzindo a (+)-nicotina.
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FIGURA 11 | Eletroferograma de amostra de cigarro. Condi¢des: eletrélito 30
mM tampao acetato (pH 5,0) contendo 8% B-CDs sulfatadas,
voltagem de +15 kV a 30 °C, deteccao direta a 260 nm. (-)-NC: (-)-
nicotina; (-)-NN: (-)-nornicotina; (+)-NN: (+)-nornicotina; (-)-AT: (-)-
anatabina; (+)-AT: (+)-anatabina; (-)-AB: (-)-anabasina; (+)-AB: (+)-
anabasina.
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TERPENOIDES

A separacdo quiral de monoterpenos, incluindo a-pineno, B-pineno, canfeno e limoneno, foi
apresentado por Gahm et al. (1997) utilizando B-CDs sulfatadas e a-CD como seletores quirais na CZE com
polaridade reversa. Inicialmente foi utilizado somente B-CDs sulfatadas e ndo se observou a enantioseparacdo
dos terpenoides, no entanto, com a adi¢do da a-CD no eletrélito contendo 6,5 mM de B-CDs sulfatadas,
obtiveram-se diferencas na mobilidade dos enantiomeros dos terpenoides resultando na sua separacdo. As
condicdes otimizadas foram eletrélito 10 mM fosfato (pH 3,3) contendo 6,5 mM B-CDs sulfatadas e voltagem
aplicada de 20 kV, sendo a Unica diferenca entre as corridas a concentracdo de a-CD. As separacoes
enantioméricas foram obtidas para a-pineno (Rs=25) e -pineno (Rs=12), usando uma concentracdo de 7,5
mM de 0-CD; para canfeno (Rs=12), utilizando 10 mM de a-CD; e para o limoneno (Rs=4), com uma concentra¢ao
de 15,1 mMde a-CD. Dos quatro monoterpenos estudados, concluiu-se que o a-pineno é o terpenoide que
se liga mais fortemente com os seletores quirais testados, e o limoneno o que se liga mais fracamente.

A cromatografia eletrocinética com microemulsao foi utilizada para analisar oito dcidos fendlicos e
cinco diterpenoides por Cao et a/. (2008). Foram desenvolvidos e comparados dois tipos de métodos da
cromatografia eletrocinética com microemulsao, um utilizando uma microemulsao 6leo-agua e outro dgua-
o6leo (figura 12). Para otimizacdo dos métodos foram estudados os efeitos do tipo e concentracdo de éleo, da
concentracdo do modificador organico, SDS e tampao, na separacao das substancias. Comparando os dois
métodos, a desvantagem mais aparente do método agua-6leo foram baixas eficiéncias e simetria dos picos
relativamente pobres. As resolucdes dos picos para agua-dleo ficou entre 0,70 e 8,73, sendo muito menores
do que as dos picos para 6leo-agua que ficaram na faixade 1,50 e 37,21. Além disso, no método 6leo-agua se
obteve uma separagao mais rapida de todos os analitos em 35 minutos comparado aos 39 minutos do método
agua-6leo. Com base na comparacao definiu-se o método 6leo-dgua como sendo o melhor, sendo esse
validado e aplicado na andélise de um tradicional medicamento chinés derivado a partir das raizes e rizomas
secos de Salvia miltiorrhizaBunge, conhecido como Radix et Rhizoma Salviae Miltiorrhiza(RRSM). Quando
aplicada a técnica para as amostras de RRSM, dos cinco diterpenoides validados, o Unico que nao foi detectado
em nenhuma das amostras foi o miltirona enquanto que os demais apresentaram quantidades de 0,10-1,01
mg/g para diidrotanshinona |, 0,39-1,70 mg/g para criptotanshinona, 0,33-1,14 mg/g para metileno
tanshiquinona, 1,75-3,30 mg/g para tanshinona lIA.
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FIGURA 12 | Eletroferogramas de oito acidos fendlicos e cinco diterpenoides
determinados por cromatografia eletrocinética com
microemulsao pelos métodos: (A) 6leo-agua e (B) dgua-dleo.
Condig¢oes de separacao: (A) 0,6% (p/v) ciclohexano, 3,0% (p/v)
SDS, 6,0% (p/v) 1-butanol, 3,0% (p/v) acetonitrila e 87,4% (v/v)
tampao tetraborato de sédio (pH 8,0); (B) 48% (p/v) 1-butanol,
18% (p/v) SDS, 8,0% (p/v) 2-propanol, e 26% (p/v) tampao acetato
de sédio (pH 8,0). Onde: EOF - fluxo eletro-osmético, MD -
droplets da microemulsao, 1 - aldeido protocatéquico, 2 - acido
rosmarinico, 3 - danshensu, 4 — miltirona, 5 — acido salviandlico C,
6 — acido cafeico, 7 — acido litospérmico, 8 — acido salviandlico B,
9 - acido protocatéquico, 10 - diidrotanshinonal, 11 -
criptotanshinona, 12 — metileno tanshiquinona, 13 - tanshinona
lA.

Cheung et al. (2008) desenvolveram uma metodologia em eletroforese capilar de zona com adicao
de CDs para separacado de triterpenos, flavonoides e substancias fenélicas. Oito substancias, sendo trés
triterpenos (acido ursdlico, acido oleandlico, acido betunilico), trés acidos fendlicos (acido rosmarinico, acido
p-cumarico, acido cafeico) e dois flavonoides (quercetina e rutina), foram separadas dentro de 20 minutos
(figura 13). Os coeficientes de correlacdo das curvas de calibracdo dos analitos foram todos maiores que
0,998, observando limites de deteccao e quantificacdo para os trés triterpenos em 2,65 e 8,85 ug/ml,
respectivamente. As recuperacdes foram de 96,8 a 103,6%. A metodologia foi aplicada na determinacao
dessas substancias em amostras de Prunella vulgarisL. e em bebidas derivadas dessa planta, sendo detectado
o acido rosmarinico e os trés triterpenos (acidos ursdlico, oleandlico e betunilico) nas amostras de 2 vulgaris
e somente o 4cido rosmarinico nas bebidas.
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FIGURA 13 | Eletroferograma dos padrdes. Condicdes: 40 mM tetraborato de
sédio (pH 9,4), 2 mM B-CD, 4% (v/v) MeOH, 25 kV a 25 °C, 210
nm. Picos: 1 - 4cido oleandlico, 2 - acido ursdlico, 3 - acido
betunilico, 4 - rutina, 5 - quercetina, 6 — acido p-cumarico, 7 -
acido rosmarinico, 8 - 4cido cafeico, IS - padrao interno.

ACIDOS FENOLICOS

Um método, utilizando aisotacoforese e a eletroforese capilar de zona acoplados, foi desenvolvido
por Safra et al. (2007) para separacdo e determinacdo de cinco acidos fenoélicos (rosmarinico, p-cumarico,
ferulico, cafeico e clorogénico) e do flavonoide quercetrina em extrato metanolico de Melissa herba. Essa
técnica de acoplamento de duas técnicas de eletroforese capilar é vantajosa, pois pode melhorar a eficiéncia
de separacao e reduzir os limites de deteccdo devido ao efeito concentrador de solutos, proporcionada pela
técnica de isotacoforese, podendo-se injetar grandes quantidades de amostras diluidas. Posteriormente, as
amostras concentradas sao direcionadas ao capilar da eletroforese capilar de zona, onde os analitos serdo
melhor separados. As condi¢des otimizadas para a isotacoforese foram eletrdlito lider com 10 mM HCl, 0,2%
hidroxietilcelulose (pH 7,2) e eletrdlito terminal constituido por 50 mM H,BO, (pH 8,2), ambos eletrélitos com
20% de metanol. Ja as condicbes para a eletroforese capilar de zona foram eletrdlito 25 mM acido 3-(A
morfolino)-2-hidroxipropanosulfénico (MOPSO), 50 mM Tris, 40 mM H,BO,,0,2% hidroxietilcelulose (pH 8,1).
Os analitos foram separados dentro de 34 minutos, apresentando limites de deteccdo entre 0,018 e 0,035 pg/
ml. Essa metodologia foi utilizada na analise dos constituintes do extrato de Melissa herba detectando,
quantidades 43,54 mg/g de acido rosmarinico, 3,70 mg/g de acido ferulico, 1,65 mg/g de acido cafeico, 1,25
mg/g de quercitrina, 1,0 mg/g de cido p-cumérico, 0,30 mg/g de acido clorogénico.



Andrade et a/.(2001) compararam a CZE com a CLAE com relagao a andlise de substancias fendlicas em
vinhos. A analise por EC foi realizada utilizando um eletrélito constituido de 100 mM borato de sédio (pH 9,5),
com uma voltagem aplicada de 20 kV e deteccdo a 280 nm. Enquanto que para andlise por CLAE utilizou-se uma
coluna de fase reversa ODS-Hypersyl (20 x 2,1 mm, tamanho da particula 5 um), fase mével gradiente composta
por dgua acidificada (5% acido férmico) e metanol, com fluxo de 0,3 mL/min e deteccdo a 280 nm. Foram
testadas diversas amostras de vinhos Albarinho (espanhol), Alvarinho (portugués) e Loureiro (portugués), sendo
que todos apresentaram um perfil qualitativo semelhante, porém apresentaram diferentes perfis quantitativos,
dependendo da variedade da uva. As principais substancias fendlicas detectadas e identificadas foram tirosol,
epicatequina, acido siringico, acido ferulico, acido p-cumarico, acido cafeico, acido galico, acido 3,4-
diidroxibenzdico, acido tartarico cisscumaroil, acido tartarico trans-cumaroil, acido tartarico cafeoil. Pela
comparac¢ao das metodologias, a eletroforese capilar provou ser mais conveniente para analise rotineira desses
vinhos, devido a melhor separacao das diferentes substancias, melhores formatos dos picos e menortempo de

analise que a CLAE (figuras 14 e 15).
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FIGURA 14 | Perfil das substancias fenélicas de amostra de vinho Alvarinho por
eletroforese capilar. Picos: 1 - tirosol, 2 - epicatequina, 3 — acido
siringico, 4 - 4cido ferulico, 5 — 4cido p-cumarico, 6 — acido
cafeico, 7 - acido galico, 8 - acido 3,4-diidroxibenzdico, 9 — 4cido
tartarico cis-cumariol, 10 - cido tartarico trans-cumariol, 11 -
acido tartarico cafeoil; a, b, c — ésteres hidroxicinamicos.
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FIGURA 15 | Perfil das substancias fenélicas de amostra de vinho Alvarinho por
CLAE.Picos como figura anterior.
QUINONAS

Glatz et a/ (2000) apresentaram uma metodologia por eletroforese capilar de zona para separacao da
quinona pirroloquinolinica (PQQ - acido 4,5-diidro-4,5-dioxi-1H-pirrolo[2,3-f Jquinolina-2,7,9-tricarboxilico).
As condicdes de separacdes foram otimizadas com relagédo a diferentes parametros incluindo pH e forca
ionica do eletrolito de corrida, voltagem de separacao e temperatura do capilar, obtendo-se a melhor separacao,
utilizando um eletrélito constituido de 50 mM B-alanina-HCI (pH 3,0), com uma voltagem aplicada de 25 kV
a 25 °C. Por essa metodologia obtiveram-se baixos limites de deteccao na faixa de 0,1-0,2 uM, devido as altas
eficiéncias de separacdo (N=164000). Foram analisadas amostras contendo meio de cultura de bactérias
Paracoccus denitrificansem metanol em busca de PQQ, além disso, foram estudadas as reacdes da PQQ com
os aminoacidos glicina e valina. A reacdo da PQQ com a glicina resultou em oxazole 1, ja na reacdo da PQQ
com valina foi gerado oxazole 2 e um pouco de PQQ que néo reagiu.

Koyama et al. (2007) analisaram 11 antraquinonas do ruibarbo, entre elas emodina, crisofanol, reina,
aloe-emodina, emodina-1-p-D-glicosideo, emodina-8-B-D-glicosideo, crisofanol-1--D-glicosideo, crisofanol-
8-B-D-glicosideo, reina-8-p-D-glicosideo, senosideo A e senosideo B, utilizando e comparando duas
metodologias, a CLAE e a eletroforese capilar (EC). Os limites de deteccdo para as antraquinonas do ruibarbo
foram entre 0,02-0,2 ug/ml e 0,1-0,8 pg/ml para CLAE e EC, respectivamente. Pelos dois métodos foi possivel
separar oito das onze antraquinonas dentro de 25 minutos, delas a emodina, crisofanol, reina, aloe-emodina,
emodina-1-p-D-glicosideo, emodina-8-B-D-glicosideo, crisofanol-1--D-glicosideo e crisofanol-8-p-D-
glicosideo, sendo que reina-8-f-D-glicosideo, senosideo A e senosideo B foram bem separados somente
pela eletroforese capilar. Os desvios padroes relativos obtidos para reprodutibilidade com relagdo ao tempo
de migracdo ficaram nas faixas de 0,05-5,44 e 0,90-1,99% para CLAE e EC, respectivamente. Posterior a
otimizacdo de ambas metodologias, essas foram aplicadas ao extrato de ruibarbo, conseguindo-se identificar
asantraquinonas.
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FIGURA 16 | (A) Cromatograma de antraquinonas por CLAE do extrato de
ruibarbo, eluente: gradiente de acetonitrila/agua, fluxo de 1,0 mL/
min, temperatura da coluna de 60 °C. (B) Eletroferograma de
antraquinonas por CE do extrato de ruibarbo, eletrélito: 30 mM
borato (pH 10,0) contendo 25% (v/v) de acetonitrilacom 2 mM de
2,6-di-O-metil- B-CD e 5 mM de a. -CD, com voltagem aplicada de
20 kV a 20 °C. Picos: 1 - emodina, 2 - crisofanol, 3 - aloe-emodina,
4 -reina, 5 - emodina-1-B-D-glicosideo, 6 - emodina-8-B-D-
glicosideo, 7 - crisofanol-1-p-D-glicosideo, 8 - crisofanol-8-3-D-
glicosideo, 9 - reina-8-B-D-glicosideo, 10 - senosideo A, 11 -
senosideo B.

CUMARINAS

A determinacdo simultanea de cumarinas foi descrita por Wang et a/. (2007) utilizando a CZE com
deteccao indireta de fluorescéncia induzida por /aser. Nesse trabalho foram separados a esculetina, isofraxidina,
genisteina, naringina e soforicosideo, em menos de cinco minutos com um eletrélito de 5,0 mM borato (pH
9,4),20% (v/v) metanol, 107 fluoresceina de sédio, essa atuando como fluoréforo de fundo para deteccao
indireta. Essa metodologia foi aplicada para analise de diversas cumarinas de amostras de Fructus sophorae
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Japonicae e Herb sarcandrae, porém algumas substancias nao puderam ser bem separadas devido a
complexidade dos componentes da amostra, muitas vezes coexistindo com outras substancias desconhecidas.
No extrato de Fructus sophorae japonicaefoi quantificado o soforicosideo apresentando 87,2 mg/g, ja no
extrato de Herb sarcandraefoi possivel quantificar 3 cumarinas, sendo elas a esculina, isofraxidina e esculetina,
nas quantidades de 1,06, 1,43 e 1,66 mg/g, respectivamente.

A eletrocromatografia capilar foi utilizada na analise de extratos de camomila (Chamomilla recutita
(L.) Rauschert) por Fonseca et a/. (2007). Em menos de 7,5 minutos, 11 substancias fendlicas foram bem
separadas (figura 18), sendo elas: cumarinas (herniarina, umbeliferona), fenilpropanoides (acido clorogénico,
acido cafeico) e flavonoides (apigenina, apigenina-7-O-glucosideo, luteolina, luteolina-7-O-glucosideo,
quercetina, rutina e naringenina). A metodologia foi aplicada a diversos extratos de camomila (metanélico,
etandlico e glicélico) e todos apresentaram o mesmo perfil, sendo capaz de se identificar os acidos cafeico e
clorogénico, apigenina, quercetina, umbeliferona e herniarina; as demais substancias ndo puderam ser
identificadas devido a baixa intensidade dos picos.
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FIGURA 17 | Cromatograma capilar de substancias fenélicas padrdes da
camomila por eletrocromatografia capilar SCX-C18. Condi¢des:
coluna SCX/C18, 50 um i.d., particula de 3 um; injecdo de 12 bar/
0,4 min; voltagem aplicada de 25 kV, temperatura de 25 °C,
deteccdo a 337 nm. Picos: 1 - herniarina, 2 - umbeliferona, 3 -
acido cafeico, 4 - acido clorogénico, 5 - apigenina, 6 - apigenina-
7-0-glucosideo, 7 - luteolina, 8 - luteolina-7- &-glucosideo, 9 -
quercetina, 10 -rutina e 11 - naringenina.
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mm de 2008, um grupo de pe
macia, coordenado pelos professores Ivan da Rocha Pitta e
lcinéia Saes Parra Abdalla, lan se no desafio de organizar
um dos maiores grupos para participar dos Institutos Nacionais de Ciéncia e
Tecnologia. Essa iniciativa tem como missdo desenvolver, internalizar e
difundir praticas cientificas e tecnoldgicas capazes de superar as fragilidades
e lacunas da cadeia inovativa e produtiva farmacéutica, propondo mecanismos
operacionais capazes de viabilizar a transformacdo de resultados cientificos
promissores em resultados econémicos efetivos com impactos sl'ais. Nessa
missdo, um espacgo significativo foi destinado a formacéo de recursos
humanos e difusdo do conhecimento. Hoje o instituto conta com mais de 400
pesquisadores organizados em oito redes tematicas, sendo uma delas a de
Produtos Naturais Bioativos (PNBio). Considerando a constante necessidade
ovas informagdes de pesquisa dos Biomas Nacionais e dos grupos
brasileiros que atuam na area de Farmacia com Plantas Medicinais, a PNBio
J_.t_dre c uma de suas metas iniciais compilar informag¢des em uma colegao
de livros com os objetivos de informagdo e ensino. Nesta edic¢do, os leitores
terdao acesso a letaneas realizados, por pesquisadores da area,
vinculados ao INC ando sobre atividade de plantas do Brasil.

INSTITUTO NACIONAL
de CIENCIA @ TECNOLOGIA
pora INOVAGAO FARMAGEUTICA
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