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Quantitative Analysis of Natural Products in Plants by LC-MS

Abstract: Plants are important sources of foods and are used in traditional medicine to
prevent various diseases. The quantification of the main active principles of plants
serves for quality control of the formulations with them. Gas chromatography (GC) and
liquid chromatography with ultraviolet detection (LC-UV) have been used widely;
however, these techniques have been replaced by liquid chromatography-mass
spectrometry (LC-MS), mainly due to increased sensitivity. Thus, this study approached
the quantification of natural products in plants by LC-MS focusing in the main
analyzers, triple quadrupole and their hybrids.

Keywords: Natural products; hyphenated techniques; quantification.

Resumo

As plantas sdo fontes importantes de alimentos e sdo também usadas na medicina
tradicional para combater varias doencas. A quantificacdo dos principios ativos de
plantas serve para o controle de qualidade das formulagdes com os mesmos.
Cromatografia gasosa (CG) e cromatografia liquida com deteccdo por ultravioleta (CL-
UV) tém sido amplamente empregadas, entretanto, estas técnicas estdo sendo
substituida por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CL-EM),
principalmente devido ao aumento da sensibilidade desta para a quantificacdo de
produtos naturais. Dessa forma, este estudo abordou a quantificacdo de produtos
naturais em plantas por CL-EM focando nos principais analisadores, triplo quadrupolo
e seus hibridos.
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1. Introdugao

As plantas representam uma
extraordinaria fonte de compostos ativos
para diversas areas de interesse. O perfil
guimico de extratos brutos ndo é uma tarefa
facil de ser estudado em razdo da diversidade
de classes de substancias presente nas
plantas. No entanto, o avanco tecnolégico de

técnicas analiticas, sobretudo daquelas
hifenadas, proporcionou um papel
importante no estudo de composicoes

guimicas complexas, com altos niveis de
sensibilidade e seletividade. O acoplamento

da cromatografia liquida de alta eficiéncia e a
espectrometria de massas (CL-EM) é uma
ferramenta analitica extremamente
importante sendo mais eficiente e com maior
sensibilidade do que as convencionais,
tornando-se o método analitico utilizado em
varias etapas de desenvolvimento de
farmacos. Além disso, a técnica de
Cromatografia Liquida individualmente e
acoplada a Espectrometria de Massas (CL-
EM), a Ultravioleta/Arranjos de fotodiodos
(CL-UV/DAD) ou a Ressonancia Magnética
Nuclear (CL-RMN) desempenham um papel
importante na analise de amostras
ambientais, aplicagbes bioquimicas e
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biotecnolégicas, bem como em muitos outros
campos de aplicagdo.”® Dentre os sistemas
de deteccdo acoplados a cromatografia
liquida, a espectrometria de massa (CL-EM) é
muito mais seletiva e mais sensivel quando
comparada, por exemplo, com CL-UV/DAD
(Cromatografia Liquida acoplada a
Ultravioleta/Arranjos de fotodiodo). O
principal problema do uso da técnica de CL-
EM na quimica de produtos naturais é a
ionizacdo simultdnea de wuma grande
variedade de compostos existentes no
extrato bruto, o que muitas vezes pode
ocasionar um efeito matriz.*

Com o avanco da técnica de CL-EM
tornou-se possivel o estudo do extrato
vegetal bruto, sem a necessidade do
exaustivo trabalho de isolamento que, muitas
vezes, leva a substancias ja conhecidas. Este
procedimento é conhecido como
desreplicacdo. Sendo assim, estratégias de
triagem quimica e de quantificacdo tém sido
desenvolvidas.""™

Andlises quantitativas é uma 4d4rea de
aplicacdo bastante importante, é
extremamente necessdria para acompanhar
testes pré-clinicos e clinicos de farmacos e
fornecer dados farmacocinéticos e
farmacodinamicos. As condicdes para o éxito
do método quantitativo, sdo os limites de

deteccdo baixos, seletividade excelente
contra possiveis interferentes da matriz,
quando operado em modo de SRM

(monitoramento de reagdo selecionada) e a
utilizacao de padrdes internos ideais.

Na tentativa de minimizar os problemas
encontrados no acoplamento do sistema de
cromatografia liquida com a espectrometria
de massas foram desenvolvidas vdrias
interfaces, nas quais, muitas vezes, &
realizada a ionizacdo do analito por métodos
gue permitem a obtencdo de ions a partir de
moléculas sensiveis a temperatura e/ou
pouco volateis.’® O surgimento de fontes de
ionizagdo a pressdo atmosférica, tais como a
ionizacdo quimica a pressdo atmosférica
(APCI) e a ionizagdo por "electrospray" (ESI)
tornaram a técnica de CL-EM aplicdvel a uma
ampla diversidade de matrizes. Recentes
estudos com fotoionizagdo a pressdo
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atmosférica (APPI) conferiu ainda mais a
universalidade a técnica, permitindo a analise
de compostos com baixa massa molecular até
proteinas.” As fontes de ionizacdo
normalmente produzem uma ionizagdo
branda dos metabdlitos, podendo levar a
informacdes da massa molecular dos
compostos. Algumas informagdes obtidas
durante a fragmentacdo como a perda de
uma molécula de aglcar e perda neutra sdo
essenciais na confirmacdo e na escolha de
transicdes no monitoramento de reacoes
para a analise quantitativa. Para obter um
numero maior de fragmentos caracteristicos,
o espectro de dissociacdo induzido por
colisdo pode ser obtido utilizando-se os

sistemas EM/EM ou “ion trap”."®

Esta revisdo apresenta aplicacbes da
técnica de CL-EM em andlises quantitativas
de produtos naturais em matrizes de plantas.
Os dados sdo descritos em tdpicos com
diferentes tipos de metabdlitos secundarios e
com énfase especial a aplicabilidade da
técnica, assim como os procedimentos
metodoldgicos. O acoplamento, as fontes de
ionizacdo e os analisadores de massas mais
usuais em estudos de quantificacdo também
sdo apresentados.

2. Instrumentacao

2.1. Fontes de ionizagao

A fonte de ionizagdo é um componente
extremamente importante em um
espectrometro de massas, e sua escolha é
definida de acordo com a natureza da matriz,
e no caso de plantas, é necessaria a avaliacdo
das caracteristicas fisico-quimicas  das
substdncias que serdo quantificadas. Em
contraste com a espectrometria de massas
de impacto eletronico, a ionizacdo sob
pressdo atmosférica (API), assim como por
"electrospray" (ESI) e ionizacdo quimica sob
pressdo atmosférica (APCI) resulta em grande
guantidade de ion molecular e pouca
fragmentagdo, sendo os ions mais faceis de
manipular do que as substancias em fase
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neutra. ESI é um método de gerar goticulas
altamente carregadas a partir das quais os
fons sdo ejetados por um processo de
evaporacdo do solvente. Um campo elétrico
é gerado na ponta de um pulverizador pela
aplicacdo de alta tensdo. Esta técnica é
tipicamente realizada tanto no modo de
infusdo ou em combinacdo com CLAE ou
eletroforese capilar.’® A fonte APCl é
aplicdvel a compostos apolares ou de média
polaridade, voldteis e termicamente
estaveis.”>*' Na ionizagdo por APCI o eluente
da cromatografia passa através de um
nebulizador pneumatico no qual gotas sdo
geradas e dessolvatadas. O “spray” formado
passa por uma regido aquecida na qual parte
do solvente pulverizado ¢é evaporado,
formando espécies neutras que passam
através de uma corona de descarga. Um
campo suficiente para gerar ionizacdo é
aplicado na corona. Como o solvente obtido
da fase modvel encontra-se em maior
concentracdo no “spray” que o analito, este é
ionizado preferencialmente e passam a
ocorrer reagdes entre estes ions em fase
gasosa e as moléculas neutras do
analito.’®?**>% Esta técnica é especialmente
adequada para compostos ndo-polar, e
assim, como ESI, pode ser operado no
positivo e modo negativo.” A fotoionizagdo é
uma técnica de ionizagdo nova,” é
considerada como alternativa para

Fonte de | I =
A g adrupolo 2
ionizacdio Quadrupolo | Quadrupolo

(Cela de colisao)
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compostos que sdo pouco ionizados por ESl e
APCl, uma vez que certos grupos de
compostos apolares e de baixa polaridade,

como por exemplo hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos, s6 podem ser
analisados por CLAE. Esta técnica
normalmente requer a adicdio de um
dopante, uma substancia ionizada
preferencialmente que atua como

intermediério entre fétons e analitos.?**

2.2. Analisadores de massas

A maioria dos trabalhos de quantificacao
por CL-EM sdo realizados em instrumentos
com guadrupolos Unicos e  triplo
quadrupolo.®  Triplo quadrupolo é o
analisador de massas mais utilizado na
configuracdo EM/EM e também o mais
versatil, e assim tornou-se um dos mais
amplamente utilizado por causa de sua
facilidade de manuseio, tamanho pequeno, e
relativamente de  baixo custo. Na
configuracdo EM/EM, os ions podem ser
fragmentados, onde o quadrupolo 1 serve
como um filtro de massas, o quadrupolo 2
como uma cela de colisdo (ocorrendo a
fragmentacdo dos ions) e o quadrupolo 3
novamente como filtro de massas (Figura 1).
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Figura 1. Esquema de um analisador triplo quadrupolo

Este tipo de analisador pode ser usado em
varios modos de operagdo, como por
exemplo, modo “Full Scan” (verificacdo de
todos os ions), experimentos de ions
produtos e ions precursores, monitoramento
de reacdo selecionada (SRM), que também é

conhecido como monitoramento de reagdes
multiplas (MRM),*”*® monitoramento de fon
selecionado (SIM) e perda neutra (NL).
Recentes  estudos mostram que o
desempenho do triplo quadrupolo (QgQ)
para EM/EM é melhorado com o surgimento
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do hexapolo® e octapolo,® o qual melhorou
a transmissdo e a qualidade dos ions
produtos recolhidos durante a andlise. O
modo MRM fornece alta seletividade e
sensibilidade necessaria na analise
quantitativa.”’”?'* Técnicas como dissociagdo
por colisdo induzida na fonte (CID) pode
ajudar, mas a especificidade oferecida por
meio de experimentos em “tandem” como
EM/EM (EM?), EM/EM/EM (EM?), através do
EM" tem acrescentado valor do uso do CL-EM
para andlises quantitativas. Montoro e
colaboradores® tém descrito duas
configuragdes bdsicas: a “tandem-in-space”
qgue utiliza multiplos analisadores em
sequéncia como o triplo quadrupolo e o
guadropolo por tempo de voo; enquanto o
“tandem-in-time” refere-se a selecdao de ions
pais e sua subsequente fragmentacao dentro
do mesmo analisador, e isto é exemplificado
pelo “ion trap”, o qual permite varias analises
por meio de experimentos EM".

O intuito de unir alta resolu¢do com alta
precisdo e versatilidade para a quantificacao,
levou ao desenvolvimento de analisadores
hibridos como do tipo quadrupolo - tempo de
voo (Q-TOF), e do tipo quadrupolo - ion trap
(Q-Trap). Embora desenvolvido pela primeira
vez ha 10 anos, espectrometros de massas do
tipo Q-TOF, tém sido utilizados pela
comunidade analitica como um instrumento
robusto com caracteristicas peculiares.’® Com
este analisador, é possivel combinar o alto
desempenho do TOF e eficientes analises nos
modos EM e EM/EM, com fontes de
ionizagdo amplamente utilizadas como ESI e
APCI. O espectrometro hibrido Q-TOF fornece
alta sensibilidade para a determinagdo de
metabdlitos secundérios.”® No entanto, ele
tem uma faixa linear dinamica relativamente
pobre para andlises quantitativas, em
comparagao ao de instrumentos
quadrupolo.”’

A combinacdo do analisador do tipo triplo
quadrupolo com “ion trap” é interessante,
pois, une as funcOes de digitalizacdo, tais
como SRM, experimentos de ions produtos e
fons precursores e de perda neutra, com a
sensibilidade do “ion trap” com a realizagdo
de experimentos EM". O espectrémetro
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hibrido Q-Trap é extremamente sensivel em
analises quantitativas.®®

3. Aplicagoes

3.1. Flavonoides

Os flavonoides fazem parte de uma classe
de metabdlitos secunddrios de grande
diversidade presentes em vdrios alimentos e
plantas medicinais. Flavonoides especificos
sdo conhecidos por terem atividades
farmacolégicas, particularmente
antialérgicas, anti-inflamatéria, antiviral e
efeitos anticancerigenos.*** Devido aos
inimeros beneficios a saude, técnicas
analiticas para a caracterizacdio e
guantificacdo sdo necessarias a fim de
auxiliar o progresso da ciéncia medicinal.**

Em plantas, geralmente obtem-se uma
mistura complexa de substancias por
extracdo com solventes.”” Esta matriz é
composta de uma grande diversidade de
flavonoides com diferengas estruturais, as
guais dependem do padrdo de substituicdo, e
suas formas glicosiladas frequentemente sao
encontradas em plantas. A grande vantagem
do uso da técnica de CL-EM para analise de
flavonoides é seu potencial para determinar
ambas as formas livre e glicosiladas, ao
contrario, por exemplo, do CG-EM.
Dependendo da estrutura, os flavonoides
glicosilados podem sofrer colisdo induzida
por clivagem da ligacgdo O-glicosidica
produzindo ions produtos de aglicona
desprotonada. Algumas perdas neutras e
fragmentos especificos como os da via de
retro Diels-Alder sdo bem caracteristicos para
a identificacdo dos flavonoides.*

Devido a complexidade estrutural, a
dificuldade de separagdo cromatografica dos
flavonoides glicosilados e a baixa volatilidade
desses compostos, tem surgido um grande
namero de trabalhos envolvendo
identificacdo estrutural e quantificacdo
usando a técnica de CL-EM, principalmente,
pela técnica de ESI-EM/EM.™* Uma revis3o
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sobre a aplicacido dos métodos de
espectrometria de massas, incluindo CL-EM
para a determinacdo de flavonoides em
matrizes bioldgicas foi publicado em 2004."

A andlise quantitativa de flavonoides
glicosilados, incluindo dihidrochalconas é
relatada por Kazuno et al..*® Neste trabalho é
usado o modo "scan" de perda neutra e o
monitoramento de reagdo selecionada
(SRM). Os flavonoides aspalatina, notofagina,
vitexina, orientina, isoorientina,
isoquercitrina, rutina, hiperosideo, luteolina-
7-0-glicosideo e isovitexina (Figura 2) foram
os flavonoides quantificados em amostras de
folhas de Aspalathus linearis (chd) ndo
fermentado e em chd adquirido
comercialmente, a fim de determinar as
composicoes e concentragoes dos
flavonoides glicosilados em ambas as
matrizes.® Um TSQ Quantum Ultra AM
(Thermo Electron) com fonte de ESI acoplado
ao CLAE Gilson foi empregado na analise.
Para a separagdo cromatografica foi utilizada
uma coluna Develosil ODS UG-5, com fase
movel de dgua e acetonitrila, ambas com 0,1
% de acido férmico. Para as condigbes de
ionizacdao no modo positivo a temperatura do
capilar foi de 280 2C, a tensdo de spray foi de
5000 V, a variacao do intervalo de massa para
a fragmentacdo foi de m/z 300 a 700, em
energia de colisdo de 15 e 30 eV. Para a
andlise quantitativa foi utilizado o método
SRM no modo positivo, onde houve a
combinag¢do do ion precursor e ion produto
em energia de 15 e 30 eV. Assim, foi possivel
a identificagdo eficaz dos flavonoides
glicosilados pela perda neutra com base em
caracteristicas dos ions fragmentados da
molécula de aglcar e comparagdo com a
intensidade do pico em cada espectro dos
ions provenientes de perda neutra. O método
SRM envolveu as seguintes transi¢cdes de ions
(m/z) para os respectivos flavonoides:
aspalatina (453->333), notofagina
(437->317), vitexina (433->313), orientina
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(449->329), isoorientina (449->299),
isoquercitrina (465->303), rutina (611->303),
hiperosideo (465->303), luteolina-7-O-
glicosideo (449->287) e isovitexina
(433->283). O método foi especifico, preciso
e reprodutivel para os flavonoides
glicosilados, sendo que foi possivel
guantificar os compostos na faixa de 3,3 a
671,8 pmol/mL para o cha ndo fermentado e
5,2 a313,2 pmol/mL para o cha comercial.

Sprenger and Cass® caracterizaram 4
espécies de Phyllanthus utilizando CL-
EM/EM, tendo como modo de ionizacdo
"electrospray"”, identificando, além de
diversos  elagitaninos, os flavonoides
orientina-2"-O-ramnosideo, vitexina-2"-O-
raminosideo, orientina, rutina, quercetina-3-
O-glucosideo, quercetina-3-0O-glucuronideo,
quercetina, miricetina e kaempferol-3-
rutinosideo, permitindo caracterizar o perfil
guimico das 4 espécies. Neste trabalho foi
utilizado o sistema de LC Shimadzu, Kyoto,
Japan, consistindo de duas bombas LC-20AD,
amostrador automdtico SIL 20A com "loop"
de 2mL e desgaseificador DGU-20A5 e
interface  CBM-20A. Uma coluna analitica
fenil-hexil Luna’ (10pm, 150 mm x 4.6 mm), e
uma Phenomenex® C;3 com pré-coluna
(4mm x 3 mm) foram utilizadas. Este sistema
foi acoplado ao MS Esquire 6000 IT (Bruker
Daltonics GmbH, Bremen, Germany)
equipado com fonte ESI. A aquisicdo dos
dados foi realizada utilizando o programa
Data Analysis® (Bruker Daltonics GmbH,
Bremen, Germany). O EM foi programado
para realizar a analise em "full scan" e por
MRM, selecionando os ions de m/z de
interesse para cada composto. As seguintes
condicbes foram  também  utilizadas:
nebulizador 30 psi, gas seco 8 L min™?,
temperatura de secagem 325 °C e voltagem
do capilar 4000V. Os espectros foram
registrados no modo negativo entre m/z 50 e
1100.
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Figura 2. Estruturas quimicas de alguns flavonoides quantificados por Kazuno et al.*

I.SO

Em 2008, Islam et a relataram a China para estudos clinicos. Um

quantificacdo de flavonoides glicosilados dos
extratos de Herba epimedii como uma
avaliagdo da qualidade das amostras
coletadas de diferentes regides da Coréia e

espectrometro de massas do tipo triplo
quadrupolo API 2000 (Applied Biosystem
SCIEX) foi empregado neste estudo. A
composicdo relativa dos flavonoides revelou
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diferengas significativas entre os extratos,
indicando que espécimes e ambientes
diferentes podem resultar em perfis quimicos
distintos.

Com o uso dos analisadores hibridos do
tipo Q-Trap para andlises quantitativas com
maior sensibilidade, um trabalho publicado
em 2011 por Qiao et al.”* relata a analise de
flavonoides, incluindo alguns acidos fendlicos
de Herba scutellariae barbatae para estudo
de quantificacdo de 18 lotes diferentes da
espécie e 3 lotes de fontes distintas e de
natureza confusa. O espectrometro de massa
utilizado foi um Q-Trap da série 3200 com
fonte Turbo V (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA). O modo de ionizacdo usado foi
o modo negativo em uma fonte ESI. A
separacdo simultanea destes compostos foi
alcangada em coluna analitica C18 com modo
gradiente de eluicdo com metanol e 0,1 % de
acido acético (v/v). Os ions precursores e
produtos dos analitos foram monitorados no
modo MRM. A validacdo completa do ensaio
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recuperacdao, limites de deteccdo e
guantificacao.

Mais recentemente, em 2014, Jia et al.>

realizaram a quantificagdo de cinco
flavonoides, sendo dois glicosilados, em
Baeckea  frutescens por  CLAE-DAD-Q-
TOF/EM. Neste trabalho foi utilizado um
CLAE-DAD Agilent 1100 equipado com uma
bomba binaria, amostrador automatico,
desgaseificador e um compartimento de
controle da temperatura da coluna. Uma
coluna analitica Grace Apollo (5um,
150 mm x 4.6 mm) foi utilizada. Este sistema
foi acoplado ao EM Q-TOF Agilent 6530
equipado com fonte ESI. O EM foi
programado para realizar a analise em "full
scan" entre m/z 100 - 1500 no modo positivo.
A validagao do ensaio foi realizada incluindo
precisao, repetibilidade, linearidade,
recuperacao, limites de deteccdo, limite de
guantificacdo e estabilidade.

Outras  aplicagbes  descrevendo a
guantificacdo de flavonoides por CL-EM sdo

foi realizada incluindo precisao, linearidade,

sumarizadas na Tabela 1.

53-56

Tabela 1. Exemplos de metodologias usadas na determinac¢do quantitativa de flavonoides
em plantas por CL-EM

Matriz Equipamento Condigdes do LC Condigoes do MS Ref.
Lippia CLAE 1100 Coluna Waters C18. A fase Fonte ESI. Foram 53
graveolens Agilent / MS- movel consistiu em A (0,1% de monitorados nos
(Agilent LC/MSD  ac. férmicoem H,0) e B(0,1% modos de ionizagdo,
SL) de ac. formico em acetonitrila)  positivo e negativo.
Albizia CLAE Hewlett Coluna Waters C18. Fase A Foi operado no 54
julibrissin Packard 1100 / (0,1% de ac. formico em H,0) modo positivo de
MS (Esquire e B (0,1 % de ac. férmico em ionizacao em fonte
Bruker) acetonitrila) ESI.
Euonymus CLAE Shimadzu / Coluna Shim C18 e coluna de Modo positivo e 55
alatus MICROMASS guarda Kromasil C18. Fase negativo de
(Thunb.) Quattro Micro™ movel (Metanol: H,0: ac. ionizagdo em fonte
API. féormico) numa proporgao ESI.
(42:57.5:0.5, v/v/v).
Saladas de CLAE 1100 Coluna Zorbax SB C18. Fase B Modo negativo de 56
rucula Agilent / MS- (0,1% de formiato de amoénio ionizagdo em fonte

(Agilent LC/MSD)

em H,0) e B (acetonitrila) no
modo gradiente

ESI.

Rev. Virtual Quim. |Vol 8| |[No. 1| |204-230]|



Niculau, E. S. et al.

3.2. Triterpenos

Os triterpenos sdo formados por 30
carbonos resultante da jungdo de duas
unidades C15 de farnesildifosfato (FPP).>” Os
mais  estudados s3do os  esteroides
(triterpenos modificados contendo o sistema
do anel tetraciclico do lanosterol) e as
saponinas (triterpenos glicosilados), mas
muitos outros compostos também sdo
analisados. Os compostos triterpénicos,
oriundos de plantas, sdao responsdveis por
diversas propriedades farmacoldgicas, entre
as quais, anti-inflamatéria,”® antitumoral,”
antifingica,”® antidiabética,® antiviral®
hepatoprotetiva® sdo as mais relatadas.

e

A identificacdo de triterpenos foi realizada
durante muito tempo por cromatografia
gasosa (CG), porém hda a necessidade
frequente de derivatizacao dos compostos, o
gue torna a andlise desfavoravel e tediosa
devido aos longos tempos de reacdo. A
cromatografia liquida (CL) com detecgdo por
ultravioleta (UV) também é utilizada, mas ha
diversas desvantagens na utilizagdo desta
técnica na quantificacdo de triterpenos.
Devido aos poucos grupos croméforos que a
maioria dos compostos possui, a utilizacdo de
CL-UV torna-se, muitas vezes, uma técnica
com baixa especificidade levando a uma
quantificagdo imprecisa desta classe de
composto. Atualmente, a cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas
(CL-EM) é a técnica mais adequada para
identificagdo e quantificacao de triterpenos,
devido a alta sensibilidade e seletividade.

Varios métodos foram publicados para
identificagdo de triterpenos, como os
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apresentados na Figura 3, lupeol, aldeido
betulinico, betulina, acido betulinico, acetato
de aldeido betulinico, B-amirina, uvaol, acido
ursolico, B-amirina, eritrodiol, acido
oleandlico e fridelina, porém poucos sdo
relatados envolvendo a determinagao
guantitativa desta classe de compostos.
Apenas poucos artigos sdo relatados na
literatura envolvendo a determinagdo
guantitativa de triterpenos em plantas por
CL-EM. Destes trabalhos, dois utilizaram o
analisador triplo quadrupolo: Rhourri-Frih et
al®, Sanchez-Avila et al®® e apenas um
utilizou o analisador ion trap: Novotny et al.*®

A andlise de triterpenos pentaciclicos
realizada por Rhourri-Frih et al** foi feita com
CL-EM e avaliou a utilizagdo de APCl e APPI
como fontes de ionizacdo para esta classe de
composto, em trés extratos de plantas. A
analise cromatografica foi realizada em
equipamento Lachrom da Merck, sendo
utilizada para a separacdo dos triterpenos,
uma coluna Adsorbosphere UHS C18 (150 x
4,6 mm d.i., 5 um) com eluicdo isocratico
usando metanol e d4gua. Para estudos no
espectrometro de massas foi utilizado um
equipamento triplo quadrupolo, API3000 PE-
SCIEX. Os compostos foram quantificados
tanto no modo positivo quanto no negativo.
No geral, APPI foi mais sensivel do que APCI
no modo positivo, enquanto APCl apresentou
maior sensibilidade para quantificagdo de
acidos triterpénicos no modo negativo. Os
limites de quantificagdo foram determinados
por monitoramento de ion selecionado (SIM)
e variagdo de 0,005 — 0,015 mg/l e 0,002 —
0,84 mg/l em APPI e APCI, respectivamente.
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Familia Lupano

(11) lupeol R=CH;;R'=a-H, b-OH

(12) aldeido betulinico R=CHO;R'=a-H, b-OH
(13) betulina R = CH,0H; R' = a-H, b-OH

(14) acido betulinico R = COOH; R' =a-H, b-OH

Niculau, E. S. et al.

Familia ursano

(16) a-amirina R =CHj; R'=a-H, b-OH
(17) uvaol R=CH,0H; R'=a-H, b-OH
(18) acido ursdlico R =COOH; R'= a-H, b-OH

(15) acetato de aldeido betulinico R = CHO; R' = a-H, CH;-COO0-b

Familia oleanano

(19) b-amirina

R=CH;; R'=a-H, b-OH; R; =H; R, = CH;; R; = H

Familia friedelano

(23) friedelina R'==0

(20) eritrodiol R =CH,OH; R' = a-H, b-OH; R, = H; R, = CH3; Ry =H
(21) acido oleandlico R =COOH; R' =a-H, b-OH; R; = H; R, =CH;; R; =H
(22) acido maslinico R = COOH; R' = a-H, b-OH; R; =H; R, = CH3; Ry= a-OH

Figura 3. Estruturas quimicas de triterpenos quantificados por CL-EM

Sénchez-Avila et al® realizaram a
determinagdo e quantificagdo de cinco
triterpenos (Figura 3) presentes em folhas de
oliva utilizando diferentes transi¢cdes de ions
m/z, 4cido oleandlico (transicdes 439->191 e
439->203), acido ursélico (transicGes
4395191 e 439->203), 4cido maslinico
(transicao 409->203), eritrodiol (transi¢des
4255217 e 425->191) e uvaol (transi¢Oes
4255217 e 425->191). A andlise
cromatografica foi realizada em equipamento
Agilent 1200 (CL), sendo utilizada para a
separacao dos triterpenos, uma coluna
Inertsil ODS-2 C18 (5 um) e fase movel
composta por 90% acetonitrila, 7,9% d4gua e
2% metanol contendo 0,05% de amonia e
0,05% de formiato de amdnia (pH 9,1) com
eluicdo no modo isocratico. Para estudos no

espectrometro de massas foi utilizado um
equipamento triplo quadrupolo, Agilent
6410, equipado com fonte electrospray (ESI).
Os cinco triterpenos estudados no trabalho
foram detectados e quantificados no modo
positivo utilizando  experimentos  de
monitoramento de rea¢des multiplas (MRM),
sendo avaliados os parametros de validacdo,
linearidade, limite de detec¢do (LOD), limite
de quantificacdo (LOQ), precisio e
recuperagdo. Os autores conseguiram bons
resultados de linearidade com coeficiente de
correlagio (r’) acima de 0,979, limite de
deteccdo variando entre 0,26 — 0,91 ng e
limite de quantificacdo entre 0,87 — 3 ng para
10 pL de injegdo, assim como conseguiram
realizar a determinagdo quantitativa em
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pequenas quantidades com varia¢des entre
2398 — 13028 ug/g na planta medicinal.

Um método simples foi desenvolvido por
Novotny et al®® para determinacdo
quantitativa de 4acido ursdlico (Figura 3)
presentes em folhas e galhos de Staphylea
holocarpa Hemsl, utilizando equipamento
equipado com analisador ion trap
programado no modo  positivo e
monitoramento de ion selecionado (SIM)
para quantificagdo do composto. Apesar dos
autores utilizarem um equipamento com
baixa sensibilidade para quantificacdo, se
comparado com o analisador triplo
guadrupolo, obtiveram bons resultados de
linearidade (r >0,99) e recuperac¢do (média de
97,8%). A quantidade percentual do acido
ursoélico nas folhas foi 0,95% e nos galhos
0,25%.

Forim e colaboradores®’® tem utilizado

CL, CL-EM e CL-EM/EM para caracterizar e
quantificar azadiractina e seus homélogos em
extratos de Azadirachta indica (Neem) e
Melia azedarachta e suas formulagbes
(Figura 4). Estes compostos pertencem a
classe dos limonoides que sdo triterpenos
degradados caracteristicos das familias
Rutaceae, Meliaceae e Cneoraceae,67 O CL
utilizado foi um sistema contendo duas
bombas Shimadzu LC-10AD (Kyoto, Japan),
misturador SUS (Stainless steel), amostrador
automatico SIL-10AF, auto injetor, detector
espectrofotométrico SPD-10A UV-vis e
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detector de arranjo de fotodiodo SPD-10AVP
e interface CBM-10A. A aquisicdo de dados
foi realizada utilizando o programa CLASS
LC10, o CLAE 2695 (Waters, Manchester, UK)
acoplado com um EM Quattro LC e um
Thermo Finnigan (San Jose, CA) LTQ com
fonte vMALDI LTQ para alinhar ao 2D
guadrupolo ion trap. Na separacdo foi
utilizada uma coluna de fase reversa analitica
C18 (Phenomenex-Luna Il; 150 x 4.6 mm, 5
pum) equipada com pré-coluna (Phenomenex;
4 x 3 mm, 5 pum). As amostras foram
ionizadas por "electrospray" (ESI) operando
no modo negativo. A temperatura do bloco
da fonte e do probe foram respectivamente
135 e 300°C. O nebulizador e o desolvatador
do fluxo de gas (nitrogénio) foram
respectivamente de 51 e 350 L/h. O capilar
foi ajustado em 2.94 kV para todos os
experimentos. Foi utilizado o modo SRM
selecionando duas faixas m/z 719 > 486 e
719 - 211 (para a azadiractina), usando 39 V
no cone e a energia de colisdo de 20 eV. A
pressdo do gds de colisdo (argdnio) foi de
5.70 e-3 mbar. Todos os dados de MS foram
adquiridos e processados usando o programa
MassLynx NT 4.0 (Waters, Cheshire, UK). Os
ions necessarios para a identificacdo da
meliatoxina A; foram: m/z 681; 579 e 557,
para a meliatoxina A, foram: m/z 667; 579 e
557, para a meliatoxina B, foram: m/z 681;
579 e 557 e para a meliatoxina B, foram: m/z
667; 579 e 557.
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(28) meliatoxina B,

Figura 4. Estruturas quimicas de triterpenos limonioides e seus homdlogos quantificados por

Forim e colaboradores.

3.3. Saponinas

Saponinas sdo glicosideos de triterpenos e
esteroides que sdao encontradas usualmente
em plantas superiores. As unidades de
aclcares encontradas em saponinas sdo
hexoses (glicose, galactose), 6-deoxihexoses
(rhamnose), pentoses (arabinose, xilose),

6,7,9

acidos urdnico (acido glucurénico) ou
aminoagucares (glucosaminose). Estas
unidades se ligam as sapogeninas (agliconas
do tipo triterpendides ou esteroidal) por um
ou multiplos sitios de glicosilacdo (Figura 5).
Esta classe de compostos possui diversas

atividades biolégicas e é amplamente
utilizada em alimentos, medicina e
cosméticos.® Devido aos pouquissimos
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grupos cromoforos, as saponinas sao
detectadas no detector UV em curtos
comprimentos de onda, 200 — 210 nm, sendo
muitas vezes, dificil de realizar analise
cromatografica por CL-UV principalmente
quando a deteccdo ¢é necessdria em
pequenas quantidades. Por esse motivo, o
espectrometro de massas é o detector mais
apropriado para a analise cromatografica
dessa classe de composto.

A maioria dos trabalhos existentes na
literatura aborda a utilizagdo do CL-EM para o
controle de qualidade de plantas medicinais,
sendo algumas saponinas os principais
compostos responsaveis pelas atividades. As
saponinas quantificadas em plantas podem
ser divididas em duas grandes subclasses, as
com padrdes triterpenos e as com padrées
esteroides contidos no esqueleto basico dos
compostos.

Zu et al.®® realizaram a determinacdo e
quantificacdo de quatro astragalosideos,
saponinas triterpendides, tanto na planta
medicinal Radix astragali, quanto em
farmacos (comprimidos) contendo estes
compostos (Figura 5). A analise
cromatografica foi realizada em equipamento
Agilent 1100, sendo utilizada para a

RsO...

R,0O

(29) astragalosideo |
(30) astragalosideo |1
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separacdo das saponinas uma coluna Eclipse
XDB (ODS)-C18 (5 um) e fase mével composta
por 0,05% de acido féormico em dgua e
acetonitrila com eluicdo no modo gradiente.
Para estudos no espectrémetro de massas foi
utilizado um equipamento triplo quadrupolo,
API3000, equipado com fonte electrospray
(ESI). As quatro saponinas, astragalosideos |,
I, Il e IV, estudadas no trabalho foram
detectadas e quantificadas no modo positivo
utilizando MRM. As transi¢Oes utilizadas
foram m/z 8699 —>143,1 para o
astragalosideo |, m/z 827,7->143,1 para o
astragalosideo Il, m/z 785,8->143,1 para os
astragalosideos Il e IV. Nesta andlise foram
usados como parametros de validacdo, a
linearidade, limite de detec¢do (LOD), limite
de quantificacdo (LOQ), precisio e
recuperacdo (Tabela 2). Os autores
conseguiram bons resultados de linearidade
com coeficiente de correlagdo (r’) acima de
0,9912, limite de deteccdo variando entre
0,003 — 0,006 pg/ml, limite de quantificagdo
entre 0,010 — 0,015 pg/ml, assim como
realizaram a determinacdo quantitativa das
saponinas em pequenas quantidades com
variacBes entre 0,196 — 0,779 mg/g para a
planta medicinal e 0,142 — 0,323 mg/g para
os farmacos.

OR,

Ry =Ac; R, =Ac; R3 =H; Ry =Gli
Ry =Ac; R, = H; R3:H; R4:G||

(31) astragalosideo Il Ry =Gli; R, =H; R3=H; R4 =H
(32) astragalosideo IV R; =H; R, =H; R3=H; R, = Gli

Figura 5. Estruturas quimicas de saponinas triterpendides quantificadas por Zu et al.*’
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Tabela 2. Metodologias empregadas na determinacdo quantitativa de saponinas triterpenoidais e esteroidais em plantas por CL-EM. ACN: Acetonitrila; Q:

Single quadrupolo; QgQ: Triplo quadrupolo.

Niculau, E. S. et al.

Classe de composto Preparagao de amostra

Condigdes-LC

Modo de detecgdo e
quantificacao

Parametros para validagao

Ref.

Extracdo assistida por
micro-ondas

Saponinas
triterpenoidais

Ultrassonicac¢do, SPE

Particdo liquido-liquido,
ultrassonicacao,
centrifugacdo
Ultrassonicacgdo

Ultrassonicacgdo

Extracdo com liquido
pressurizado, Soxhlet,
ultrassonicacao

Saponinas esteroidais

Particao com solvente,
centrifugacdo

Eclipse XDB (ODS)-C18 (5 um), 0,05% &c.
féormico em agua e acetonitrila
(gradiente)

Acquity HSS T3 C18 (1,8 um), 0,05% 4ac.
formico em agua e ACN (gradiente)

Zorbax eclipse XDB-C18 (1,8 um), 0,1% ac.
formico em agua e em ACN (gradiente)

Capcell pak C18 (3 um) e pré-coluna (0,5
pm), dgua e ACN (isocratico)

Sapphire C18 (5 p), 0,1% 4ac. férmico em
metanol e em agua (gradiente)

XTerra MS C-18 (5 um), 0,5% ac. formico
em agua e 0,5% ac. férmico ACN:2-
propanol (gradiente)

Atlantis C18 (5 um), 0,05% &c.
trifluoracético em agua e ACN (gradiente)

ESI, QqQ, modo
positivo, MRM

ESI, QqQ, modo
positivo, SRM

ESI, QqQ, modo
negativo, MRM

ESI, QqQ, modo

positivo, MRM

ESI, Q-Trap, modo
positivo e negativo,
MRM

ESI, Q, modo positivo

ESI, QqQ, modo
positivo, MRM

Linearidade, LOD, LOQ, precisao,
recuperagao

Linearidade, seletividade, precisao,
exatiddo

Linearidade, LOD, LOQ, precisdo,
exatiddo

Linearidade, LOD, LOQ,
seletividade, precisdo, exatidao,
robustez

Linearidade, LOD, LOQ, precisdo,

exatidao, recuperacdo, estabilidade

Linearidade, LOD, LOQ, precis3o,
exatidao, recuperacao

Linearidade, LOD, LOQ, precisdo,
exatiddo

69

70

71

72

73

74

75
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Em 2010, Foubert et al”® relataram a
quantificacdo de 14 maesasaponinas
(saponinas triterpénicas) na planta medicinal
Maesa lanceolata por UPLC-EM/EM (Tabela
2). As fragbes metandlicas de folhas,
previamente sonicadas e purificadas por
extragdo em fase sélida (EFS), foram
purificadas no modo reverso utilizando uma
coluna C18 (Acquity HSS T3; 1,8um) usando
0,05% de 4&acido férmico em dgua e
acetonitrila como fase mével. A deteccdo no
espectrometro de massas foi realizada em
aparelho triplo quadrupolo com fonte ESI no
modo positivo utilizando experimento de
monitoramento de reacdo selecionada
(SRM). Todas as maesasaponinas foram
quantificadas utilizando transi¢des contendo
adultos de sédio, sendo que todas
apresentaram fragmentacdes partindo dos
respectivos adultos pseudo-moleculares para
o ion m/z 349 em uma energia de colisdo de
60 eV e para o ion m/z 301 em uma energia
de colisdo de 49 eV. As condi¢bes Otimas
encontradas foram: voltagem do capilar 4000
V, voltagem do extrator 4 V, voltagem do
cone 90 V, temperatura da fonte 150 °C e
temperatura de dessolvatacdo 450 2C. A
quantificacdo das 14 saponinas foi realizada
obtendo-se bons resultados de linearidade
(r2 > 0,99), precisdo intra- e inter-dia e
recuperagao.

E possivel destacar outros trabalhos na
literatura que realizaram a quantificacdao de
saponinas do tipo triterpendides, em plantas
medicinais por CL-EM, dos quais se pode citar
Zhu et al’t utilizando um equipamento
Agilent RRLC 1200 triplo quadrupolo; Kim et
al.”” utilizando um equipamento Alliance
2795 triplo quadrupolo e Xu et al.”® utilizando
um equipamento CL Agilent 1200 acoplado
com um hibrido quadrupolo-ion trap (Q-
Trap), 3200 QTRAP da Applied Biosystems
(Tabela 2).

Apenas cinco artigos foram encontrados
na literatura envolvendo a determinagao
guantitativa de saponinas esteroidais em
plantas por CL-EM. Paul et al.”* trabalharam
com a planta Solanum xanthocarpum, muito
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utilizada na medicina indiana para
tratamento de asma e bronquite. A
guantificacdo de trés saponinas esteroidais,
(solasonina, solamargina e B-2-solamargina)
foi realizada por CL-EM utilizando um
equipamento com analisador quadrupolo
Unico (Q). Além disso, também foram
avaliadas trés metodologias de extracdo,
extracdo com liquido pressurizado, Soxhlet e
ultrassonicagdo, para  otimizacao do
rendimento dos compostos de interesse
(Figura 6, Tabela 2). Um trabalho recente de
Montoro et al.” realizou a determinacdo
quantitativa de seis compostos da classe
saponina esteroidal: iuccaloesideo A, B, C, E,
degalactotigonina e gitogenina 3-O-a-L-
rhamnopiranosil-B-licotetraosideo. As
quantidades obtidas desses compostos por
CL-EM/EM nas folhas de Yucca gloriosa
variaram de 5,83 — 54,03 pg/mg. Detalhes
das condicGes utilizadas para separacdo dos
compostos, bem como, para validacdo do
método estdo descritos na Tabela 2.

Os demais trabalhos com o intuito de
guantificar  saponinas  esteroidais sdo
relatados por Zhang et al.’”® Munafo e
Gianfagna’’ e Skhirtladze et al..”® Zhang et
al.’® publicaram um método para analise
gualitativa de 11 saponinas desta classe em
extratos de Paris polyphylla var. yunnanensis
e Paris polyphylla var. chinensis por CL-
EM/EM, utilizando o analisador de massas
ion trap e outro método para andlise
quantitativa utilizando o analisador triplo
guadrupolo. Os autores encontraram bons
valores de linearidade (>0,992), baixos limites
de detecgdo (0,5 — 10 ng/ml) e quantificacdo
(2 = 34 ng/ml), excelentes precisdo intra- e
inter-dia, exatiddo com recupera¢bes entre
92 — 102% e quantidades dos compostos
variando entre 0,00094 - 8,25 mg/g.
Skhirtladze et al.”® realizaram a determinag&o
quantitativa de 9 saponinas nos extratos
butandlicos dos rizomas da planta Yucca
gloriosa L. Munafo e Gianfagna”’
trabalharam na andlise quantitativa de 5
saponinas obtidas de diversos orgdos da
planta Lilium longiflorum Thunb.
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Figura 6. Estruturas quimicas das saponinas esteroidais quantificadas por Paul et a

Estes dois artigos mostraram que a
técnica CL-EM/EM pode ser usada para
andlise qualitativa e quantitativa de
saponinas de forma mais eficiente que o
sistema CL-UV.

3.4. Alcaloides

Plantas que contém alcaloides tém sido
uteis a humanidade desde épocas antigas. De
fato, alguns dos mais antigos registros
escritos de transagcdes comerciais envolvendo
plantas medicinais sdao aquelas contendo
alcaloides. O interesse pelos estudos destes
compostos surgiu com intensidade no inicio

Niculau, E. S. et al.

OH

OH

(35) b-2-solamargina

I74

do século 19 quando comegaram as
investigacdes sobre as mais significativas
plantas medicinais e tdxicas da Europa. Esses
estudos incluiram o dépio, Colchicum
(Colchicum autumnale ou agafrdo-do-prado),
Nux vomica (Strychnos nux-vomica L.)
também conhecida como noz-vdmica, noz-
vomitéria ou fava-de-santo-indcio, ipeca,
beladona, e pimenta. Como se verificou que
os compostos isolados biologicamente ativos
eram os alcaloides, intensificaram-se as
investigacbes sobre a diversidade desta
classe de produtos naturais.”” O primeiro
avanco foi o grande aumento no ndimero de
alcaloides  estruturalmente Unicos e
complexos isolados de plantas, o que definiu
0 novo campo da quimica de heterociclicos.
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O conhecimento mais aprofundado da
quimica das plantas levou a utilizacdo de
técnicas espectroscépicas e espectrométricas
cada vez mais sofisticadas. Desde meados
dos anos 1990, o desenvolvimento da técnica
CL-EM resultou em uma tecnologia analitica
de amplo uso em varias areas da ciéncia.
Combinada com as mais variadas e eficientes
técnicas de extracdo, a Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria
de Massas (CL-EM) se tornou uma
importante  ferramenta para  analises
qualitativas e quantitativas de alcaloides,
tendo como destaque a CL-EM/EM.2 A
obtencdo de um método eficiente e sensivel
para quantificar metabdlitos em uma
determinada matriz, como por exemplo,
alcaloides em plantas, requer a otimizacdo
tanto de parametros de cromatografia
guanto parametros do espectrometro de
massas.

Em 1984, Cooks e Roush® relataram a
utilizacdo de espectrometria de massas com
quadrupolos integrados para a analise de
alcaloides quaternarios e identificacdo de
isdbmeros. Montoro et al.* relatou a
quantificacdo do alcaloide camptotecina e
seus derivados (Figura 7) utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a um espectrémetro de massas com
triplo quadrupolo, usando ESI como fonte de
ionizagdo e o método MRM para
quantificagao. Plantas da espécie
Camptotheca acuminata coletadas na Itdlia
em diferentes periodos, (agosto de 2003,
agosto de 2004, setembro e outubro de
2004). A quantidade de 1 g das amostras foi
extraida com 10,0 mL de etanol/agua 7:3,
com agitacdo em ultrassom por 10 minutos, e
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em seguida armazenadas no escuro. Em
seguida, as amostras foram filtradas e
diluidas na propor¢gio de 1:100 em
etanol/agua 7:3. A andlise cromatografica foi
feita utilizando uma coluna XTerra C18 (150
mm x 2,0 mm, 5 um) Waters, onde as
amostras foram eluidas com um gradiente de
acido trifluoroacético 0,05% em agua e TFA
na mesma concentragdo em acetonitrila. A
andlise quantitativa dos extratos de C.
acuminata foi feita com um cromatégrafo
Agilent 1100 acoplado a um espectrometro
de massas APl 2000 da Applied Biosystems. A
fonte ESI foi ajustada utilizando um padrao
de camptotecina a 1 ug/mL em metanol. A
vazdo na fonte foi de 10 pL/min., DP de 100
eV, FP de 170 eV, EP 10 eV, energia de colisdo
de 50 eV, e potencial de saida de 5 eV. Foi
avaliada a linearidade, precisdo e exatidao
inter e intra-dia, e o limite de deteccdo
alcangado foi menor que 15 ng/mL.

A classe dos alcaloides pirrolizidinicos tem
grande ocorréncia em plantas, mais de 350
compostos desta classe foram identificados
em mais de 6000 espécies de plantas
pertencentes as familias Boraginaceae,
Fabaceae e Asteraceae.®® Muitos desses
compostos sdo hepatotoxicos,
pneumotodxicos, genotdxicos e cancerigenos
e ocorrem como constituinte de vdrias
espécies de ervas utilizadas na culinaria,
temperos, mel, e podem contaminar outros

tipos de alimentos de origem animal,
utilizados pelo ser humano.®*
Consequentemente,  regulamentos  que

regem a exposicdo humana a esses tipos de
alcaloides pirrolizidinicos requer o
desenvolvimento de métodos eficientes de
analise, utilizando técnicas como CL-EM.%
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OH
(37) 20-0O-b-glicopiranosil-18-hidroxi-
camptotecina
HyCO

(39) 20-hexanoil-10-metoxi-
camptotecina

(42) 10-metoxi-
camptotecina

Figura 7. Estruturas quimicas de alguns alcaloides quantificadas por Montoro et a

Apesar da N-oxidacdo de alcaloides
pirrolizidinicos ser um mecanismo
desintoxicante em mamiferos, tem sido

demonstrado que a ingestdo de N-dxidos
pode provocar intoxicagéo.86 Desde que se
descobriu a biossintese de alcaloides
pirrolizidinicos com seus N-6xidos, a técnica
de cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas tem
sido aplicada para verificar o teor desses
compostos em plantas.®” Combinando EFS-
CL-EM pode-se  obter uma maior
sensibilidade para andlise quantitativa desses
alcaloides e seus N-Oxidos. A extracdo dos

(41) 20-formibenz-6,7-indolizino-[1,2-
b] quinolina-11-(13H)-ona

(43) 20-deoxi-camptotecina

I.SZ

alcaloides pirrolizidinicos e seus derivados
das fontes vegetais é o passo fundamental
para se obter uma boa analise por CL-EM.
Alguns métodos de extracdo tém sido
descritos, dentre os quais, um que consiste
apenas no tratamento com metanol aquoso e
subsequente microfiltracdo com filtros de
0,45 um, sem qualquer tratamento posterior.
No entanto, o metanol aquoso ira extrair
muito mais compostos além dos alcaloides, o
que pode resultar em um cromatograma
mais complicado, que pode se tornar um
empecilho na guantificacado. A
disponibilidade da extracdo em fase sodlida
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(EFS) facilita o processo de limpeza da
amostra e permite uma alta taxa de
transferéncia do seu analito, porém o

sucesso da sua aplicacdo depende da escolha
certa da fase adsorvente e do solvente de
eluicdo. A utilizacdo da resina de troca
cationica (SCX) a base de silica, por exemplo,
fornece tanto a extracdo eficiente dos
alcaloides pirrolizidinicos, eluindo com
metanol com ion amdnio. A eluicdo de um
baixo volume de metanol com aménio
permite a facil evaporacdao do solvente e
reconstituicdo em metanol para injetar no
CL-EM. Em contraste, com o uso de uma
resina de poliestireno (SCX) que, apesar de
ser eficiente para a extracdo dos alcaloides,
requer grandes volumes de solucdo de acido
acético para a eluicdo, além de necessitar de
uma posterior extracdo acido/base para
concentragdo e analise por CL-EM.*

O acido trifluoroacético (TFA) tem sido
muito utilizado como aditivo para fases
moveis na analise de alcaloides, uma vez que
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melhora a forma do pico, proporcionando um
pH controlado para a fase mével, no entanto
ele pode suprimir a ionizacdo do analito
através da formacdo de pares de ions
carregados positivamente. Uma maneira para
reduzir essa supressdo é infundir uma
solucdo de acido propidnico em isopropanol
no eluente pdés-coluna.’® Isto proporciona
uma fonte alternativa para emparelhamento
de ions com TFA, deixando os ions do analito
livres.

Tem sido demonstrado através da
comparacdao de fontes de ionizacdo que,
quando uma sequéncia muito grande de
amostras é injetada, a fonte APCl é mais
estavel do que a ESI para quantificacdo.” No
entanto, a fonte ESI é mais sensivel para
deteccdo dos alcaloides pirrolizidinicos-N-
6xidos.

A Tabela 3 mostra diferentes condicées e
instrumentagdo para a andlise de alcaloides
por CL-EM/EM.

Tabela 3. Técnicas de analise de alcaloides em sistema CL-EM

Preparo de amostra F?se . MS/MS Ref.
estaciondria

Centrifugacdo e EFS Silica C8 ESI-EM/EM e APCI-EM/EM Q- 91
Trap.

Dissolugdo e filtro de 0,45 um Silica C18 ESI-EM/EM triplo quadrupolo 92

Extragdo, filtragdo, DMFS Silica C18 ESI-EM/EM 93

Microcentrifugacao e filtragem. Silica C18 ESI-EM/EM triplo quadrupolo 94

Extragdo e centrifugagdo Silica C18 ESI-EM/EM Q:-Trap 95

DMFS: Dispersdo da matriz em fase sélida

3.5. Cumarinas

Cumarinas sdo amplamente distribuidas
em plantas e sdo comumente encontradas
em familias como Apiaceae e Rutaceae. Estas
substancias geralmente tém odor e sabor
adocicado e tem sido utilizado em alimentos,

tabaco e cosméticos para aroma e fragrancia
estimulante. A cumarina mais simples, sem
substituintes, foi relatada causar
hepatotoxicidade em animais e foi banida
para uso como aditivo alimentar nos EUA
desde 1956.°*”” A andlise de cumarinas via
CL-EM ¢é pouco descrita na literatura.
Fizeram-se alguns estudos de quantificacdo
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de cumarinas com o intuito de comparar as
técnicas hifenadas de CL-UV e CL-EM
considerando o uso de diferentes detectores.
Park et al®® utilizaram cumarinas para
diferenciacdo de técnicas hifenadas na
andlise de controle de qualidade. Cinco
cumarinas (simples e furanocumarinas),
oxipeucedanina (51), imperatorina (52),
isoimperatorina (54), biakangelicol (55) e
felopterina (56) (Figura 8) presentes em
Angelicae dahuricae Radix, uma planta
medicinal com  atividade  analgésica,
antibacteriana, anti-inflamatéria e agente
diurética, foram quantificadas por diferentes
métodos de CLAE-UV e CL-ESI-EM/EM e
assim estas metodologias foram
desenvolvidas e validadas. A analise
guantitativa via CL-EM foi desenvolvida em
um Waters Quattro micro APl equipado com
fonte de ESI e acoplado com CLAE Alliance
2795 (Waters), no modo positivo de
ionizacdo e a deteccdo foi realizada no modo
MRM. Para calibrar o espectrémetro de
massas, 1 mg/mL de solugdo das cinco
cumarinas foram dissolvidas em acetonitrila
50% e bombeadas na fonte ESI a uma taxa de
10 mL/min. Para a separag¢do cromatografica
as condicGes foram: coluna Zorbax RX-C8 (2.1
x 150 mm, 5 um) e uma coluna pré-filtro (0.5
pm, Upchurch Scientific, Oak Harbor, WA,
USA) at 40 °C; fase movel: mistura de 1 mM
de acetato de amdnio e ACN (35/65, v/v%)
com 0.1 % de acido acético; vazdo: 0.2
mL/min; volume de injecdo: 10 uL. Os
espectros de massas obtidos no modo
positivo das cinco cumarinas revelou que os
ions [M + H]" apresentaram as maiores
intensidades. O método de CLAE-UV seria
adequado para a analise das cinco cumarinas,
porém com maior limites de deteccdo e
tempo de execucdo. Jager et al. em 2007,%
desenvolveram um método de CL-EM para
quantificar os niveis de vanilina, vanilina
etilica e cumarina em extratos de Vanilla.
Neste trabalho foi utilizado um
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espectrometro do tipo LC-MSD quadrupolo
(Agilent) com uma fonte ESI operando no
modo positivo de ionizagcdo. Para a separagao
cromatografica foi utilizada uma coluna ODS
C18 (Phenomenex) e a fase movel foi
composta de acetonitrila e H,O com 0,1% de
acido féormico e a deteccdo dos sinais através
de monitoramento de ions selecionados
(SIM). O método de validagdo de dados e os
resultados foram comparados com os obtidos
por monitoramento de sinal de UV. O
método de CL-EM forneceu um resultado
mais preciso devido ao seu alto nivel de
especificidade.

Em 2010 com o avango e consequente
melhoria das andlises quantitativas no uso
dos instrumentos hibridos, Zheng et al.'®
relataram a quantificagdo de 11 cumarinas
(Figura 8) em Angelicae dahuricae Radix
utilizando um equipamento do tipo Q-Trap
na analise. As cumarinas estudadas foram
escopoletina (44), ostol (45), xantotoxol (46),

Xantotoxina (47), psoraleno (48),
isopimpinelina  (49), bergapteno (50),
oxipeucedanina (51), imperatorina (52),

cnidilina (53) e isoimperatorina (54). Um
espectrometro Q 3200 TRAP CL-EM/EM,
equipado com uma fonte de ions ESI (Applied
Biosystems / MDS Sciex, EUA) foi empregado
na andlise. A otimizagdo das condi¢Ges de
anadlise das cumarinas foi alcangada em
infusdo de injecdo de cada composto
separadamente. A separa¢do cromatografica
foi realizada no sistema Agilent Quaresma
1200 CLAE (Agilent, EUA) usando uma coluna
Waters SunFireTM C18 em uma fase mdvel
de metanol/ agua (75:25, v / v) com 0.1% de
acido formico. O modo de ionizagdo positivo
foi otimizado como mais sensivel para todas
as cumarinas, estas exibiram seus ions quase-
moleculares [M + H]%, [M + Na]’, [M + NH,]",
[M + K]" e fons fragmentos [M + H-CO]’, [M +
H-CsHoO 1, [M + H-CsHs]®, [M + H-CsHg-CO] +,
[M + H-CsHg-CO5]%, [M + H-CH;]*. Portanto o
método foi rapido, sensivel e reprodutivel.
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Ry 0~ o
R3

(44) escopoletina R, = OMe; R, = OH; Ry;=H

(45) ostol R; =H; R, = OMe; R, =\/\)\
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(46) xantotoxol R; = H; R, =OH
(47) xantotoxina R; = H; R, = OMe
(48) psoralenoR; =H; R, = H
(49) isoimpinelina R; = OMe; R, = OMe
(50) bergapteno R; =OMe; R, = H
(51) oxipeucedanina R; = /\O ;Ry=H
(0]

(52) imperatorina R; = H; R, =/\o/\)\
(53) cinidilina R, =/\o/\)\ ;R =0Me
(54) isoimperatorina Ry =/\O/\)\ ;Ry=H

(55) biakangelicol R; = OMe;; R, = /\O/\()\
(0]
(56) felopterinaR; = OMe ; R, =/\O/\)\

Figura 8. Estruturas quimicas das cumarinas quantificadas por Zheng et al.'®

4. Conclusoes

Esta revisdo relata avangos nas aplicagGes
em CL-EM para a andlise quantitativa de
produtos naturais (flavonoides, triterpenos,
saponinas, alcaloides e cumarinas) em
plantas. Através de exemplos de aplicagao,
mostra que a utilizacdo das técnicas CG-EM e
CL-UV podem ser substituida por CL-EM
devido, principalmente, a maior sensibilidade
desta ultima. Relata que uma variedade de
fontes de ionizagbes estd disponivel no
mercado, sendo que as mais usadas para
andlises de metabdlitos secunddrios de
plantas sdo as fontes ESI, APCI, além de APPI,
usada para grupos de compostos de baixa
polaridade. Por fim, sugere-se que
espectrometros como o triplo quadrupolo e o
hibrido do tipo Q-Trap sejam os mais
recomendados para andlises quantitativas,
uma vez que podem operar na configuragdo
EM/EM e no modo MRM fornecendo alta
seletividade e sensibilidade adequadas para
esses tipos de analises.

Apesar da grande seletividade da técnica,
extratos brutos de plantas sdo matrizes muito
complexas, nos quais muitas vezes ha
interferentes presentes, que podem interferir
nos resultados a serem alcangados. Em
alguns dos trabalhos relatados, ficou
evidente a dificuldade em obter o sinal do
analito livre de interferéncias, indicando
assim que bons métodos de preparo de
amostra, como por exemplo, a extracdo em
fase sodlida, deve ser utilizada a fim de
minimizar estes interferentes.
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