70 Reunido Anual da SBPC - 22 a 28 de julho de 2018 - UFAL - Macei6 / AL
1.06.04 — Quimica/Quimica Analitica

VALIDAGAO DE PLANEJAMENTO QUIMIOMETRICO PARA EXTRAGCAO E QUANTIFICACAO DE
ALCALOIDES APORFINICOS NA PLANTA Unonopsis duckei R.E.FR POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ULTRA ALTA PERFORMANCE ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS SEQUENCIAL.
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Resumo:

Validou-se um método quimiométrico de extracdo e quantificagcdo simultinea de 5 alcaloides aporfinicos
(anonaina, nornuciferina, glaziovina, norglaucina e glaucina) a partir das partes aéreas da planta Unonopsis
duckei R. E. Fr por meio de cromatografia liquida de ultra alta performance acoplada a espectrometria de massas
sequencial. Para atingir este objetivo desenvolveu-se um planejamento de experimento simplex-centréide com 4
solventes (metanol, cloroférmio, n-hexano, e acetona) com os quais preparou-se 23 solugbes em proporgdes
determinadas (4 unitarias de 100%, 6 binarias de 50%, 4 terciarias de 33,33%, 4 quaternarias de 62,5% + 12,5%
e 5 quaternarias de 25%) com o fim de identificar a mistura de solugdo com a maior capacidade de extracdo dos
analitos em amostras de 1 g de folhas. A partir dos extratos preparou-se 23 solugdes metandlicas (1 mg/mL) que
foram analisadas exploratéria e quantitativamente. A analise exploratéria foi desenvolvida em um sistema
UHPLC-ESI(+)/Q-TOF e a quantitativa em um sistema UHPLC-ESI(+)/QqQ. Para a corrida cromatografica
ajustaram-se os parametros tempo de retencdo e resolugdo afim de otimizar os processos de separagio
cromatografica. Para a otimizagdo do processo de deteccdo e identificacdo espectrométrica ajustaram-se o
potencial do orificio, energia de colisao, potencial de saida da cela de colisdo e a transmiss&o dos analisadores.
Validou-se as figuras do mérito: seletividade, linearidade, precisdo (ensaio interdia), exatidao (percentual de
recuperagao) e os limites de detecgcéo e quantificagdo. Os resultados obtidos indicaram que a amostra de n° 5
de composic¢ao binaria metanol/cloroférmio (1:1) apresentou o melhor rendimento por grama de folha permitindo
obter 6,79 pg/g de anonaina, 131,10 ug/g de glaziovina, 40,57 ug/g de norglaucina e 23,69 ug/g de glaucina. A
concentragao da nornuciferina ficou abaixo de seu limite de quantificagao.
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Introdugéo:

O género Unonopsis (Annonaceae) é tipicamente neotropical constituido por arvores e arbustos
com cerca de 47 espécies catalogadas e no Brasil a espécies U. duckei é restrita a regido amazoénica
brasileira (MAAS et al., 2007). Sabe-se que para o género Unonopsis sao relatados
predominantemente os derivados de isoquinolina, principalmente aporfina, oxoaporfina e
tetrahidroprotoberberinas (SILVA et al., 2014, 2016). Dentre as aplicagdes das Unonopsis spp. incluem
o combate a artrite, bronquite, reumatismo e diarréia, todos atribuidos aos alcaldides (JOVEL et al.,
1996). Os medicamentos derivados de alcaloides sdo um mercado mundial de US$ 4 bilhdes
(DEHGHAN, 2010). Entre as espécies amazbnicas descritas, U. duckei (envira cascuda ou envira
preta), mostrou-se uma fonte prolifica de alcaléides bioativos (SILVA et al., 2014). Investigagbes
anteriores de espectrometria de massa (MS) revelaram a presenga de aporfina e oxoaporfinas, além
da proaporfina glaziovina para esta espécie (SILVA et al., 2014). Assim, isolar alcaloides e melhorar a
maneira de extrai-los € de extrema importancia. Estudos anteriores indicaram o potencial dos
alcaldides presentes em U. duckei, especialmente glaziovina que exibem atividades promissoras como
o tranquilizante, o ansiolitico, o anticancerigeno, a anti hepatite B, antiprotozoarios, anti-ulcerogénicos
e antivirais (Herpes simplex tipo 2) (CHENG ET AL., 2007). Com relagdo ao processo de isolamento
de alcaldides a escolha do método de extracdo e dos solventes é fundamental. Uma vez que a
composigao quimica obtida, tanto qualitativa e quantitativa dependem das propriedades do solvente a
otimizagao pode auxiliar na obtengao do maximo de rendimento com o minimo de impurezas (SOARES
ET AL., 2009). Diante do acima exposto buscou-se desenvolver um método analitico com a finalidade
de otimizar o processo de extragdo e garantir adequadamente a identificacdo e quantifcacao dos
alcaloides anonaina, nornuciferina, glaziovina, norglaucina e glaucina com ajuda de ferramentas
quimiomeétricas.
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Metodologia:

O material botanico utilizado na pesquisa (amostras de folhas de U. duckei) foram cedidas pelo
pesquisador Dr. Felipe Moura Araujo da Silva da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) e séo
oriundas da Reserva Florestal Adolpho Ducke (Km 26 da rodovia AM-010). Este material foi seco em
estufa de circulacao de ar a 40°C durante dois dias, sendo, em seguida, trituradas em moinho de quatro
facas.

Enumerou-se 23 frascos onde pesaram-se aleatoriamente cerca de 1 g de amostra triturada.
Estas amostras permaneceram em processo de extragdo em 20 mL das solugbes extratoras por 48
horas sendo que cada uma foi anteriormente submetida a banho ultrassénico por 15 minutos. A
secagem deu-se por meio de gas inerte N2 e as massas dos extratos secos foram tabelados. A partir
destes extratos preparou-se 23 solugdes metandlicas (1 mg/mL) que foram filtradas em filtro de
membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF, 0,45 um) e transferidas para frascos pequenos sendo,
em seguida, armazenadas em geladeira a 5 °C para posterior analise.

As andlises exploratérias iniciais foram realizadas em um sistema UHPLC-MS A6550
iFunnelTM (Agilent), consistindo de um cromatografo liquido de ultra alta performance, um
espectrémetro de massas de alta resolugdo com uma fonte de ESI operando no modo positivo de
polaridade. O espectrémetro utilizado possui geometria do tipo quadrupolo-tempo-de-voo (Q-TOF). As
separagdes cromatograficas foram realizadas utilizando-se uma coluna de silica fase reversa (C18,
Poroshell 120EC-C18, 4.6 mm x 50 mm, 2.7 ym) e acetonitrila como fase movel.

As analises quantitativas foram realizadas em um sistema 8040 de UHPLC-MS/MS da
Shimadzu (1040) constituido de um cromatografo de ultra-alta performance e um espectrémetro de
massas com geometria do tipo triplo-quadrupolo (QqQ). A técnica de ionizacdo foi a ESI e os
parametros de ionizacdo adaptados das analises exploratérias. A separagdo dos compostos foi
realizada em uma coluna C18 Shimpack (2.0 mm x 50 mm, 2.2 ym). Foram utilizados os solventes
agua (Milli-Q) e acetonitrila grau HPLC para as separacdes. As identificagbes foram realizadas por
meio da comparagao com padrdes puros dos alcaloides de interesse. Tanto as analises exploratdrias
quanto as quantitativas foram feitas no laboratério Thomson de espectrometria de massas da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) sob a coordenacgéao do Prof. Dr. Marcos Nogueira
Eberlin.

Resultados e Discussao:

Os dados experimentais obtidos por meio da melhor solugdo extratora, determinada pelo
planejamento Simplex-Centroide (Figura 1), foram tabelados e submetidos a tratamento estatisco.
Buscou-se tratar os dados em termos de rendimento dos extratos e das areas dos picos
cromatograficos dos analitos de interesse. Para ambos testou-se os modelos linear, quadratico e
cubico especial. A ANOVA foi utilizada para avaliar a significancia estatistica e a falta de ajuste na
validagao dos modelos.

O melhor rendimento (6,9%) foi obtido pela solugdo extrora metanol/cloroférmio (1:1, v/v). A
ANOVA indicou que todos os modelos testados para os dados de rendimento apresentaram falta de
significancia estatistica a nivel de 95% de confianca. Em relagdo aos picos cromatograficos observou-
se de forma geral que a solucdo extratora metanol/cloroférmio (1:1, v/v) apresentou a melhor
capacidade de extragdo sendo mais intenso para a extracdo da norglaucina e glaucina.

Anonaina. Para este analito a ANOVA indicou falta de ajuste a nivel de 95% de confianga para todos
os modelos testados. Glaziovina. Para este analito a ANOVA néo indicou falta de ajuste ou falta de
significancia estatistica. Escolheu-se o modelo cubico especial devido a significancia de um termo de
interacao ternario. O valor tedrico de 56,6 obtido pelo modelo é condizente com o valor experimental
58,91 e a superficie de resposta do modelo (Figua 2, A) indica a mistura binaria metanol/cloroférmio
como a de melhor capacidade extratora de glaziovina em folhas de U. duckei. Nornuciferina. Para
este analito a ANOVA nao indicou falta de ajuste ou falta de significancia estatistica para os modelos
testados. Escolheu-se o modelo cubico especial devido a significaAncia de alguns termos de interagéo
ternario. O valor tedrico de 439,85 obtido pelo modelo é condizente com o valor experimental 464,90 e
a superficie de resposta do modelo (Figua 2, B) indica a mistura binaria metanol/cloroférmio como a de
melhor capacidade extratora de nornuciferina em folhas de U. duckei e na falta e cloroférmio pode-se
alternativamente utilizar uma mistura binaria metanol/acetona. Norglaucina. Para este analito a
ANOVA nao indicou falta de ajuste ou falta de significancia estatistica. Escolheu-se o modelo cubico
especial devido a significancia de um termo de interacao ternario. Para este analito o valor tedrico de
555,08 obtido pelo modelo é condizente com o valor experimental 570,7 e a superficie de resposta do
modelo (Figua 2, C) indica a mistura binaria metanol/cloroférmio como a de melhor capacidade extratora
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de norglaucina em folhas de U. duckei. Glaucina. Para este analito a ANOVA n&o indicou falta de
ajuste ou falta de significancia estatistica. Escolheu-se o modelo cubico especial devido a significancia
de dois termos de interagao ternario. O valor tedérico de 1811,08 obtido pelo modelo é condizente com
o valor experimental 1836,91. A superficie de resposta do modelo (Figua 2, D) indica a mistura binaria
metanol/cloroférmio como a de melhor capacidade extratora de glaucina em folhas de U. duckei e na
falta e cloroférmio pode-se alternativamente utilizar uma mistura binaria metanol/acetona (1:1).

Trabalhou-se a validagao do método em termos de seletividade, linearidade, limites de detecgao
(LoD) e quantificagdo (LoQ), precisdo e exatiddo (DE ARAGAO et al., 2009). Seletividade. A
seletividade foi assegurada pelo modo de monitoramento seletivo de reagao (SRM, do inglés, selected
reaction monitoring) do espectrémetro de massa (Figura 3). Esta forma de operagdo permite que
diferentes analitos sejam precisamente quantificados, uma vez que a resposta da detecg¢ao nao sofre
interferéncia de efeito de supresséo idbnica ou simplesmente efeito de matriz (WAKSMUNDZKA-
HAJNOS & SHERMA, 2011). Linearidade. A linearidade foi avaliada em termos da curva analitica com
seis niveis de concentracao (10, 25, 50, 250, 500 e 1000 ng/L) preparadas em metanol, disperséo de
residuos estaticos e determinagéo da faixa linear (MILLER & MILLER, 2010). Limites de detecc¢ao
(LoD) e quantificagdao (LoQ). Para cada alcaloide de interesse os valores de LOD e LOQ foram
avaliados segundo os parametros da curva analitica. A variagao do LoD foi de 0,5 a 5,2 ng/L a variagcao
do LoQ foide 1,6 a 17,2 ng/L. Prescisao e exatidao. A precisao e exatiddo do método foram avaliadas
concomitantemente ao ensaio da linearidade através do coeficiente de variagao (CV) das areas médias
dos picos cromatograficos e do percentual de recuperacéo a nivel de baixa (50 ng/L), média (500 ng
ng/L) e alta (1000 ng/L) concentragao.
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Figura 1. Planejamento simplex-centréide utilizando
4 solventes: metanol (m), cloroférmio (cf), acetona (a) norglaucine
e n-hexano (h).
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Figura 2. Curvas de superficie de resposta para a)
nornuciferina, b)glaziovina, c¢) norglaucina e
d)glaucina. Estas superficies sdo em fungdo de
metanol, cloroférmio e acetona.
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Figura 1. Cromatogramas em modo SRM obtidos usando
a solugdo extratora metanol/cloroférmio (1:1, v/v) no
intervalo de tempo de retencao de 4,5 a 7,5 min.

Conclusoes:

Desenvolveu-se e validou-se uma metodologia analitica para otimizacdo da extragao,
identificagao e quantificagéo de alcaloides aporfinicos (anonaina, nornuciferina, glaziovina, norglaucina
e glaucina) de folhas de U. dukei. O planejamento simplex-centroide indicou a solugéo binaria
metanol/cloroférmio (1:1) como a de melhor capacidade extratrora. Os dados experimentais foram
submetidos a tratamento estatistico e o resultado final de quantificacdo do método em termos de
micrograma de analito por grama de folhas de U. duckei foi de: glaziovina (131,10 ug/g), norglaucina
(40,57 ug/g), glaucina (23,69 ug/g), anonaina (6,79 ug/g), nornuciferina (< LoQ).
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