UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO PAULO
INSTITUTO DE CIENCIAS AMBIENTAIS, QUIMICAS E
FARMACEUTICAS

RAFAEL FERREIRA FERNANDES

Desenvolvimento de metodologia para identificar cadmio, chumbo e
mercurio em cha de Passiflora incarnata via eletroforese capilar com

deteccio ultravioleta

DIADEMA
2021



RAFAEL FERREIRA FERNANDES

Desenvolvimento de metodologia para identificar cadmio, chumbo e
mercurio em cha de Passiflora incarnata via eletroforese capilar com

deteccao ultravioleta

Trabalho de conclusio da Unidade
curricular Projetos Dirigidos em quimica,
sendo requisito parcial para obtencdo do
grau Bacharel em Quimica, na Universidade

Federal de Sao Paulo Campus Diadema

Orientadora: Prof* Dra. Aline Klassen

Co-orientador: Prof Dr. Leandro Augusto Calixto

DIADEMA
2021



Dados Internacionais da Catalogagio na Publicagio (CIP)

Femandes, Rafasl Fermaira

Desamvolvimento de metodologia para identificar cadmio, chumbo
& marcing em cha de Passiflora incamata via eletroforess capilar
com deteccio ultravioleta / Rafasel Fammeira Fermnandes. — — Diadama,
2021.

3af.

Trabalho da Conclus®o de Curso (Graduagio em Quimica) -
Universidade Federal de 580 Paulo - Campus Diadema, 2021.

Orientadora: Aline Klassen
Coorentador: Leandro Augusto Calixio

1. Plantas medicinais. 2. Passiflora incamata. 3. impurezas
alamentares. 4. alatroforesa capilar. |. Tiulo.

Ficha catningrafos slaborsca polda Bisiictscn 4o iratiubo do Cllnoias Amblsntals, Ouimicas & Farmacdutions,
Carmpus Dindama da Unhamidecss Fadoral e S8o Pauln, com o8 dados formacidos palaln) aulona)




Agradecimentos

Primeiramente agradecer a Deus por tudo que ja passei, tanto aos momentos bons quanto
os momentos que foram precisos fortalecer mais minha f€, pela satde e por conseguir ingressar
em uma universidade federal.

A minha mae Flavia dos Santos Ferreira por ser meu maior exemplo de vida, ter me
proporcionado tudo que estava e o que ndo estava em seu alcance para meu crescimento, por
toda instrucao de ser um bom exemplo de ser humano dotado de valores e por aconselhar em
momentos de necessidade. Ao meu pai Eduardo Castor Fernandes por ter me dado a vida. A
meus avos maternos, Nilsa Concei¢do dos Santos Ferreira e José Nagem Elias Ferreira, por
serem grandes exemplos em minha vida e terem contribuido muito para meu crescimento. Aos
meus primos Eduardo e Renata pelo apoio.

A minha Orientadora Prof* Dra. Aline Klassen, que me aconselhou muito durante minha
graduacdo e teve uma boa contribui¢do para este momento, me ensinando que perseveranga ¢
provida de vitdérias. Ao meu Co-orientador Prof Dr. Leandro Augusto Calixto, que desde o
inicio apresentou-se como um amigo e sempre disposto junto com a Prof* Dra. Débora Cristina
de Oliveira inteirando nossa equipe de pesquisa. O trabalho sempre ¢ mais proximo da perfeicao
com equipes unidas e pessoas de bom coragdo e sou muito grato a minha equipe de pesquisa. E
aos professores Dr. Celso Molina, Dra. Eliana Valle e Dr. Heron Domiguez que contribuiram
com a pesquisa de maneira indireta.

Sou grato a todos meus amigos da graduacdo em especial os do meu Laboratodrio,
Rafaela, Natacha, Beatriz e Stefanie, que me auxiliaram em alguns momentos € 0s que me
auxiliaram no TCC Ana Carvalho, Laryssa, Ana Carolina, Erika, Vinicius, Victor e Ligia.

A todo corpo docente e aos técnicos da Unifesp, em especial aos que cuidam do NIPE
por proporcionar um ambiente seguro ¢ bem cuidado para os equipamentos e a todos os
funcionarios da Unifesp, que gracas a cada um deles tive a oportunidade de receber todo o
conhecimento que recebi durante meu periodo de graduacao.

E a minha religido e todos os amigos que cativei e continuo zelando pela a amizade ha
mais de 20 anos, que estdo sempre comigo em momentos que eu preciso € sao pessoas que

posso contar sempre.



Resumo

O uso de plantas medicinais para tratar enfermidades é considerada
uma pratica antiga por diversas comunidades. Dentre as plantas do género
Passiflora, a Passiflora incarnata é considerada como a espécie oficial para
tratamentos fitoterapicos. Entretanto, ha uma preocupacéo no que se refere
a contaminagado dessas plantas medicinais por impurezas elementares.
Assim, o0 monitoramento dessas impurezas em plantas medicinais, faz-se
necessario.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), agéncia
reguladora que orienta o uso da farmacopeia brasileira, descreve os niveis
aceitaveis dessas impurezas nesse tipo de amostra.

A técnica convencionalmente empregada para determinar
elementos quimicos € a espectrometria atdmica (AS, do inglés, atomic
spectrometry). Entretanto, a técnica de eletroforese capilar, devido sua
versatilidade, pode ser uma alternativa para a determinacdo multielementar.
Neste sentido, este trabalho objetivou desenvolver uma metodologia
analitica por eletroforese capilar, para determinagado de chumbo (Pb), cadmio
(Cd) e mercurio (Hg) em cha Passiflora incarnata.

A melhor condigao de separacéo foi avaliada com a injecao no outlet
e inversdo de polos. Entretanto, em virtude do alargamento de pico
apresentado pelo Hg, somente Cd e Pb foram considerados na otimizagéo
do método. Portanto, um planejamento fatorial foi aplicado, onde, foram
avaliadas, a temperatura do capilar, tensao aplicada, e, a concentragao de
éter coroa e metanol. As melhores respostas do planejamento fatorial foram
obtidas com: 11,4 kV de tensao aplicada; 20 °C de temperatura do capilar;
23,3 mmol L' de éter coroa e 3,7% (v/v) de metanol, com um tempo de
analise de 2 minutos. O método foi avaliado frente a algumas figuras de
mérito, somente para Cd pois os limites exigidos para Pb n&o foram
atingidos. Dentre elas tem-se: o limite de detecgédo (LD) (0,20 pg g'), limite
de quantificagdo (LQ) (0,06 ug g'), faixa linear (0,2 — 1 ug g'), repetibilidade
(coeficiente de variagéo (CV) das intra-corridas para o tempo (0 - 1,49%),

intra-corridas para area (3,09 - 12,41%), inter-corridas para o tempo (1,77 -



2,37%) e, inter-corridas para area (16,76 - 37,43%), e Recuperacgéao (53,79%
para 1 ug g e 20,36% para 0,5 ug g™).
Palavras-chave: Plantas medicinais, Passiflora incarnata, impurezas

elementares, eletroforese capilar.
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Abstract

The use of medicinal plants to treat illnesses is considered an old
practice by several communitites. Among the plants of the genus Passiflora,
Passiflora Incarnata is considered as the official species for herbal
treatments. However, there is a concern regarding the contamination of
theses medicinal plants by elemental impurities. Thus, the monitoring of
theses impurities in medicinal plants is necessary.

The Brazilian Health Regulatory Agency (Anvisa), regulatory agency
that guides the use of the Brazilian Pharmacopeia, describes the acceptable
levels of these impurities in this type of sample.

The technique conventionally used to determine chemical elements is
atomic spectrometry (AS). However, capillary electrophoresis technique, due
to the versatility, can be an alternative for multielementar determination.

Therefore, this work aimed to develop an analytical methodology by
capillary electrophoresis, for determination of Lead (Pb), Cadmium (Cd) and
Mercury (Hg) in Passiflora incarnata tea.

The best separation condition was evaluated with the injection of the
outlet injection and pole invertion. However, due to the peak widening
presented by Hg, only Cd and Pb were considered. Therefore, a factorial
design was apllied, where, the capillary temperature, applied tension, and the
concentration of crown ether and methanol, were evaluated.

The best responses of factorial design were obtained with: applied
voltage 11.4 kV; capillary temperature 20 °C; crown ether 23,3 mmol L' and
methanol 3,7% (v/v) with analysis time of 2 minutes.

The method was evaluated against some figures of merit, only for Cd
because the limits required for Pb have not been reached. Among them are:
the limit of detection (LOD) (0.20 pg g™), limit of quantification (LOQ) (0,06 ug
g™"), linear range (0.2 — 1 ug g), repeatability (coefficient of variation (CV) of
intra-day for time (0 - 1.49%), intra-day for area (3.09 - 12.41%), inter-day for
time (1.77 - 2.37%), inter-day for area (16.76 - 37.43%) and, recovery
((53.79% para 1 ug g' e 20.36% para 0.5 ug g™').
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1 - Introducao e justificativa
1.1 — Plantas medicinais e sua regulamentag¢ao no Brasil

A utilizacao de plantas com propriedades medicinais tem sido feita por
humanos ha muito tempo.' Um dos registros mais antigos um medicamento
da cultura Greco-Romana, o Theriak, sendo um de seus constituintes o 6pio
que é um Produto Natural extraido da papoula.?

As Plantas medicinais sdo uma rica fonte de metabdlitos secundarios
com propriedades bioativas.”? Todas as plantas possuem um metabolismo
primario, que é responsavel pela producdo de substancias base para o
crescimento e desenvolvimento da prépria planta, tais como aminoacidos,
acidos organicos, nucleotideos entre outros. Entretanto existe um
metabolismo secundario que é responsavel pela producao de moléculas com
complexa estrutura molecular, responsaveis pela coloracido, sabor e odor,
destacando-se terpendides, alcaloides, cumarinas, flavonoides, entre
outros.?

Os metabdlitos secundarios sao responsaveis pelas propriedades
medicinais das plantas. Eles sdo produzidos por plantas especificas de
acordo com situagdes de estresse (falta ou excesso de agua, minerais, luz
solar, entre outras situagbes), sumarizando € o sistema de defesa da
planta.??

Alguns fatores como, localizagao e acesso a informacgao, fazem com
que algumas comunidades tenham mais ou menos acesso ao conhecimento.
Os individuos que utilizam plantas medicinais em diversas formas, como
chas, infusdo, entre outros, acreditam que esta € uma pratica natural e
totalmente segura.’

Essas plantas, quando sdo devidamente processadas, seguindo as
resolugdes exigidas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa),
para serem transformadas em medicamentos, sdo denominadas de
medicamentos fitoterapicos. A principal diferenca € que para esses, se tém
um tratamento das propriedades da planta, distinto daqueles que utilizam
técnicas caseiras de uso, geralmente na forma de chas e infusdo.*

Na regulamentacdo dos medicamentos fitoterapicos existem diversas

formas de produgado e registro tanto para uso humano quanto para uso



veterinario e, também, ha uma separacdo deles em duas classes,
Medicamentos Fitoterapicos (MF) e Produtos Tradicionais Fitoterapicos
(PTF),* onde a principal diferenga entra ambos é que os MF comprovam sua
seguranca e eficacia através de dados clinicos, portanto, sdo regularizados
e recebem a inspecao de 6rgaos fiscalizadores como a Anvisa. Por outro
lado, os PTF comprovam sua seguranga e eficacia por tradicdo de uso ou
seguindo um registro implicito.* As empresas ligadas a produgé&o industrial
das plantas medicinais no Brasil devem ser autorizadas pela Anvisa e
certificadas pelas Boas Praticas de Fabricagéo (BPF) para poder vender os
seus medicamentos fitoterapicos.* Isso sé foi possivel apds o Ministério da
Saude em 2006 aprovar a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, buscando uma garantia que a populacéo brasileira faria uso

das plantas medicinais e fitoterapicos de maneira segura.®

1.2 — Passiflora incarnata

Dentre as plantas medicinais, destacam-se as plantas do género
Passiflora, pois, apresentam metabdlitos secundarios como fendis,
flavonoides glicosilados e compostos cianogénicos. As plantas desse género
sdao compostas por mais de 500 espécies e tém sido usadas como plantas
medicinais no México, América do Sul, Holanda e ltalia principalmente
visando tratamento no controle de ansiedade. A Passiflora incarnata
(maracuja) € considerada como a espécie oficial para tratamentos
fitoterapicos, pois é citada em diversas farmacopeias.® Poucos estudos em
humanos com essa planta tém foco somente em controle de ansiedade,® os
estudos indicam que as propriedades dessa planta agem na inibicao da
mono amina oxidase (MAQO) assim como também ativa os receptores de
acido gama-aminobutrico (GABA), que esta diretamente ligada a transtornos
neuropsiquiatricos, sendo alguns deles ansiedade e depress&o.®” Entretanto
existem diversos estudos diferentes como tratamento de abstinéncia de
opiaceos, insbnia, transtorno do déficit de atencdo e hiperatividade e até
mesmo o cancer.®

As propriedades medicinais da Passiflora incarnata relacionadas a
melhora de ansiedade estado principalmente nas folhas e no suco da polpa

do fruto, onde ha passiflorina, um sedativo natural. O cha de suas folhas tem
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efeito diurético depurativo, como também anti-inflamatério. O maracuja é
fonte de carboidratos, vitaminas A, C e complexo B como também rico em
minerais de calcio, ferro e zinco.”

A presencga de flavonoides C-glicosideos e de alcaloides inddlicos é
contraditéria na literatura, uma vez que para a produgdo de metabolitos
secundarios muita coisa tem que ser levada em consideracao a respeito da
coleta das amostras como, época da colheita, o solo que foi plantada, o
estresse que a planta passou (excesso de sol, chuva, escassez de agua),
entre outros?’ mas, ha registros da identificagdo desses componentes na
Passiflora como também tragos de esteroides.” Entretanto, essas plantas sao
passiveis de contaminagédo por metais pesados, vindos do ar, da irrigacao,

de um solo contaminado, da propria adubagéo, entre outras origens.’

1.3 — Metais Pesados e agéncia reguladora

Existe uma preocupacao iminente com relacdo a contaminagao
dessas plantas com metais pesados. Nos grandes centros onde ocorre o
plantio e a colheita, ndo se sabe a procedéncia do cultivo (solo, irrigagéo e
adubo), transporte, armazenamento e higiene. Até mesmo como
consequéncia tem-se possiveis fontes de contaminagdo.®%° Principalmente
as plantas pois necessitam de agua, sais minerais e outros nutrientes, logo
estdo sujeitas a contaminagdo como todos os seres vivos.'® Portanto, em
caso de contaminacdo ambiental por metais pesados, esses podem ficar
acumulados nos tecidos das plantas.?91°

Os humanos estdo sujeitos a contaminagao por metais pesados
ingerindo plantas ou chas tanto caseiros quanto de procedéncia industrial.
Ha relatos de humanos contaminados com metais pesados apos fazerem
tratamentos caseiros utilizando plantas medicinais chinesas e indianas.®'0 A
intoxicagcdo pode ser aguda, crénica ou subcrénica, também pode ser
neurotoxica, carcinogénica, mutagénica ou teratogénica, dependera da
quantidade ingerida e do tipo de impureza metalica.® Os sintomas podem se
apresentar como disturbios bioquimicos no corpo, problemas
gastrointestinais, tremor, convulsées, paralisia, dentre outras enfermidades.®

Metais pesados sdo elementos metalicos de alta densidade atémica

(4g/cm?®) que possuem caracteristica venenosa em baixa concentragéo para
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0s seres vivos, em concentragdes elevadas podem ser letais. Eles incluem
alguns metais como cromo (Cr), chumbo (Pb), cadmio (Cd), mercurio (Hg),
arsénio (As), entre outros. Eles podem ser carreados ao meio ambiente por
vias naturais ou antropogénicas e podem estar em compostos organicos e
inorganicos.®

O cadmio € muito perigoso para os humanos, uma vez que, ele é
considerado toxico em quantidades extremamente baixas. Dependendo da
exposigao ele pode gerar danos ao sistema respiratorio uma vez que haja a
contaminagao pela inalagdo de p6 ou vapores contaminados, podendo
causar, dores no peito, faléncia dos revestimentos dos tecidos pulmonares,
enfisema, bronquiolites, alveolites e falta de ar.® Nos rins ele pode
comprometer a funcao renal determinado pela proteinuria tubular. Também
pode causar aumento da pressao arterial e disfungdo do miocardio, além de
todos esses problemas, pode-se associar a contaminagcdo com cadmio a
problemas nos o0ssos como osteoporose, osteomalacia e até fratura
instantanea.®

A contaminagdo por chumbo advém da alimentagdo, da agua e
inalagao. Seus problemas a saude em sua forma idnica causam problemas
ao sistema gastrointestinal, disfungdes no sistema nervoso central (SNC) e
no sistema nervoso periférico (SNP). Ele também pode causar inibigdes na
sintese de hemoglobinas, disfun¢des renais, dores nas juntas, problemas ao
sistema reprodutor e cardiovascular e até sangue na urina.” Em criangas ele
pode causar um baixo desenvolvimento da massa cinzenta causando um
baixo quociente de inteligéncia (Ql).

O Hg é mais téxico do que o Pb. A quantidade maxima aceitavel de
Hg, na agua, € a menor entre os trés elementos citados, nao possui fungao
conhecida na bioquimica e fisiologia humana.? Quando sua forma iénica tem
contato com um humano ocorre uma absorgao instantdnea podendo causar
disturbios gastrointestinais e malformagdo congénita. Porém quando ha
intoxicagdo por suas possiveis formas orgénicas pode causar desde
eretismo, acrodinia, gengivite e estomatite até malformagédo congénita,
danos severos ao cérebro e SNC.8

Portanto, o monitoramento desses metais se faz necessario nesses

tipos de amostras, pois ja existe estudos comprovando que pode haver
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metais pesados nas plantas e também que eles podem ser prejudiciais a
salde humana.8910

A Anvisa demostra preocupagdo com a seguranga no uso de
medicamentos fitoterapicos. A partir de 2014 ela comegou a exigir novos
testes para o controle de qualidade destes, sendo um deles uma pesquisa
de componentes residuais de agrotdxicos nas plantas medicinais. A mesma,
estabeleceu que, 1° de janeiro de 2018 seria o prazo final para a
apresentagcdo da avaliacdo de contaminantes. Para as analises de
identificagcao e quantificagao de metais pesados, oriundos de diversas fontes,
a Anvisa recomenda os métodos gerais (Ensaio Limite para Metais Pesados)
da Farmacopeia Brasileira 62 edicdo, o qual sugere dois métodos distintos
para a identificagdo de metais pesados sendo um deles o ensaio limite por
formacédo de particulas solidas de sulfetos e o outro, determinagdo por
espectrometria atémica.-12

A formacdo de particulas sdlidas de sulfetos € um método semi-
quantitativo e s6 permite constatar se a amostra passa ou nao no teste, que
consiste na formacao de particulas sdlidas de sulfetos de metais pesados e
posteriormente ha uma comparagcdo na intensidade da coloragdo das
amostras e padrao em tubo Nessler. Ja a técnica de espectrometria atdbmica

permite quantificar os elementos contaminantes na amostra.'?

1.4 — Técnicas para a determinagao de Metais Pesados
1.4.1 — Técnicas mais utilizadas

Diferentes técnicas foram empregadas para tentar identificar metais
pesados, porém nenhuma delas estava de acordo com os limites
toxicoldgicos estabelecidos em guias internacionais. Nesse contexto a
Farmacopeia dos Estados Unidos publicou técnicas para a identificacdo de
metais (incluindo metais pesados) utilizando a espectrometria de emissao
atdbmica com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS, do inglés, Inductively
Coupled Plasma Mass Spectrometry e ICP-OES, do inglés, Inductively
Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry).’® Essas técnicas
apresentam sensibilidades adequadas e também a possibilidade de analise

multielementar. Por outro lado, sdo técnicas de elevado custo.'3



As técnicas de espectrometria de absorgdo atdmica sao amplamente
empregadas para a determinacdo de metais pesados, pois apresentam
facilidade de operagéao e outras vantagens como baixo custo operacional, no
caso do atomizador por chama e baixo numero de linhas espectrais, se
comparada com as técnicas de emissao atbmica, baixo consumo de amostra,
no caso do atomizador forno de grafite. Como limitagdo, tem-se a analise
monoelementar, custo moderadamente elevado, quando se trata de um
atomizador forno de grafite ou, elevado consumo de amostra e elevados LD
e LQ, no caso do atomizador por chama.'*'> Além disso, a espectrometria
de absorgédo atdbmica com fonte continua e de alta resolugdo (HR-CS AAS,
do inglés, High-Resolution Continuum Source Atomic Absorption
Spectrometry) tem ganhado destaque, principalmente pela analise
multielementar. Entretanto, as limitagdes, acabam sendo as mesmas da
AAS, pois os atomizadores sdo os mesmos.'®

Por outro lado, a técnica de separacado por eletroforese capilar
apresenta-se como uma técnica alternativa para determinacdo de ions

inorganicos em diferentes amostras. 17:18.19.20

1.4.2 — Eletroforese capilar

A eletroforese capilar tem por principio, a separacao dos ions contidos
na amostra pela diferenca nas suas mobilidades eletroforéticas.’”
Basicamente a separacéo ocorre pela migragao diferenciada de compostos
iGnicos ou ionizaveis, por meio de um campo elétrico aplicado a uma coluna
capilar com uma solugao de eletrolito (tamp&o) em seu interior.?° A Figura 1
ilustra um esquema da técnica de eletroforese capilar, que € composto
basicamente por um dispositivo para controle da temperatura no sistema,
uma fonte de alta tensao e eletrodos para ocorrer a migragao dos compostos,
o capilar que € a coluna de separagédo da técnica, os reservatorios para
solugéo (também conhecidos como vials) e um detector para registrar o sinal
dos analitos de interesse da amostra os quais serao registrados na forma de

um eletroferograma (sinal por tempo).'®



Dispositive para
controle de
temperatura

Capilar
|

i 1
Detector

Fonte de alta | l )

tensdo |

Eletrcdo

Caixa de
acrilico

Reservatorio
para solucéo /
Vial |

Figura 1: Instrumentacdo para eletroforese capilar esquematizada. Adaptado de
Tavares.'8

Existem diversos modos de operacdo do equipamento eletroforese
capilar. Um dos mais usados pelos analistas é eletroforese capilar em
solugéo livre (FSCE, do inglés, Free Solution Capillary Eletroforesis),?°
também conhecida como eletroforese capilar de Zona. Esse modo tem por
principio em ter o eletrélito circulando dentro do capilar de silica fundida,
entdo uma amostra é injetada na coluna capilar, na sequéncia sera aplicado
o potencial elétrico fazendo com que os solutos migrarem de um uma zona
a outra do capilar, realizando a separacado pelas diferentes mobilidades
efetivas (resultante das mobilidades efetivas e eletrosméticas).?°

Uma caracteristica que esta presente na silica fundida do capilar €,
uma leve acidez proveniente dos grupos silandis (Si-OH), pois, uma vez que
uma solugdo aquosa passa pelo capilar alguns desses grupos podem ser
ionizados, liberando H* na solugdo e dando origem a uma parede do capilar
carregada com carga negativa (Si-O’). No momento em que um campo
elétrico (E) é aplicado de maneira tangencial a superficie do capilar ocorre
um movimento unilateral de ions no sentido do eletrodo de carga oposta
provocados por forgas elétricas, isto gera um fluxo dentro do capilar em
direcédo ao catodo, denominado fluxo eletrosmaético normal.?°

Os principais fatores que afetam a separagdo na pratica da
eletroforese capilar sdo: temperatura, pH, forgca ibnica, viscosidade e tensao

amplicada.’”-'8 Entretanto, para analise de cations livres, é necessario o uso
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de agentes complexantes pois os cations interagem eletrostaticamente com
a parede do capilar que tem carga negativa, causando alargamento de pico
e comprometendo as analises.?".22.23

Dentre os agentes complexantes destaca-se o éter coroa, que ja
demostrou ser promissor e necessario na separagao de alguns cations, como
por exemplo o K* e NH4*.22 Um dos mais utilizados na separagéo de cations
€ o 18-coroa-6, este possui 18 atomos em sua estrutura “coroa”, sendo 6
atomos de oxigénio que sédo os heteroatomos doadores de elétron para o
cation que devera complexar no espaco livre no centro da macromolécula e
os outros 12 atomos sao grupos (-CH2-CH2-) que ligam os oxigénios.?324

Com relagdo ao sistema de deteccgao, diversos critérios devem ser
levados em consideracao, tais como: sensibilidade, seletividade e ruido,
dentre outros critérios, sendo que esses detectores podem ser classificados
como universais ou especificos. O detector UV/ Vis é caracterizado como um
detector especifico, por medir uma propriedade especifica do soluto.
Portanto, apresentam maior sensibilidade e intervalos de resposta linear
mais amplos. Em eletroforese capilar, é possivel empregar esse tipo de
detector tanto para determinar de forma direta o analito (quando este
apresenta absortividade molar), quanto para determinar de forma indireta o
analito, ou seja, quando o analito ndo apresenta absortividade molar, que é
o0 caso dos ions inorganicos.?° Neste ultimo caso, adiciona-se ao eletrolito de
corrida, um composto com absortividade molar, denominado agente
cromoforo. Assim, o detector responde a absorgdo do cromadforo. Utiliza-se
o modo de detecgéo indireto para determinar cations e anions inorganicos.?°

Portanto, levando-se em consideragao o principio da técnica e que
ions inorganicos estao na forma idnica, a eletroforese capilar apresenta-se
como uma técnica viavel para a determinagdo de metais em diversas
amostras, dentre elas o cha, por exemplo. A técnica apresenta como
vantagens a possibilidade de uma analise multielementar com consumo
reduzido de amostra e reagentes, alta eficiéncia de separagdo com elevada
frequéncia analitica, baixo custo de operacgao, instrumentagao simples e
limites (LD e LQ) dentro do exigido pela farmacopéia.’217:18.19

A literatura mostra diversos trabalhos com a aplicagdo da técnica para

analise de metais em aerossol atmosférico?®, agua de chuva?®, agua do
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mar?’, caldo de fermentag&o?®, células?®, cha®, fertilizante3!, plasma

humano?2, entre muitos outros.?3



2 - Objetivos
2.1 - Objetivos gerais

Esse trabalho tem como objetivo otimizar uma metodologia para a
determinacao dos elementos: cadmio (Cd), chumbo (Pb) e mercurio (Hg) em
amostras de cha de maracuja (Passiflora incarnata), por meio da técnica de

eletroforese capilar.

2.2 - Objetivos especificos
Esse trabalho tem como obijetivo especifico:
- Otimizagdo do método por meio de um planejamento fatorial;
- Avaliar a confiabilidade do método por meio de algumas figuras de mérito;

- Aplicar o método em amostra real.
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3 - Procedimento Experimental
3.1 - Preparo de amostras
3.1.1-Cha

As folhas de Passiflora incarnata foram adquiridas em uma farmacia
na regidao metropolitana da cidade de Sao Paulo e o cha foi preparado
conforme descrito no Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia
Brasileira.”’ Um volume de 50 mL de agua Milli-Q® (agua ultrapura) foi
aquecido até chegar a uma temperatura entre 40 e 50 °C, adicionando-se
aproximadamente 1 g de cha, e foi mantido por 10 minutos nessa
temperatura. Apds isso, esperou-se até o cha esfriar e na sequéncia foi
filtrado com papel de filtro qualitativo, e posteriormente armazenado.

O cha comprado, seguia as especificacbes da Anvisa e nao
apresentou sinais de metais pesados no método, entdo, para o
desenvolvimento do método foi necessario adicionar padrées de metais

pesados (Cd, Pb e Hg) nas amostras.

3.1.2 - Eletrdlito

Os eletrdlitos testados neste trabalho foram: uma solugdo tampao
acido a-hidroxi-isobutirico (HIBA), fosfato, acido latico, acido 2-N-
morfolinoetanossulfénico (MES), histidina (His), acido tartarico, acido ftalico,
agente cromoforo (imidazol, nitrato), agente complexante (Eter coroa, 18-
coroa- 6) e metanol.

O eletrolito otimizado foi: HIBA 6 mmol L', imidazol 5 mmol L, éter

coroa 23,3 mmol L' e metanol 3,7 % (v/v).

3.1.3 - Padroes
Os padrdes analiticos usados de Pb, Cd e Hg s&o de procedéncia SCP

Science (Estados Unidos).

3.2 - Instrumentacgao
Foi empregado um equipamento de eletroforese capilar da Beckman
Coulter) com detector UV/vis, operado a um comprimento de onda de 214nm

no modo indireto com fonte de alta tensdo, sistema de refrigeragdo com
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liquido refrigerante (Beckman Coulter) e injecdo do foi do outlet para o inlet
de 50 psi por 2 s, alocado no Nucleo de Instrumentagao para Pesquisa e
Ensino (NIPE). O capilar empregado foi de silica fundida (Agilent
Technologies), revestidos externamente com poliamida com dimensdes de

52 cm (comprimento total) x 50 um didmetro interno).

3.2.1 Condicionamento do capilar

O capilar novo foi condicionado com NaOH (1 mol L") por 30 minutos
seguido de agua ultra-pura por 30 min. O condicionamento entre corridas foi
de 1 min de NaOH seguido de 1 min de agua ultra-pura e 1 minuto do

eletrodlito de corrida.

3.3 - Procedimento para otimizagdao do método analitico

Para a busca das melhores condi¢coes de separacdo dos trés metais,
um planejamento fatorial foi empregado por meio do uso do software Minitab
18®. As variaveis estudadas foram temperatura, tensdo de corrida,
concentragdo de agente cromdforo e concentragcdo de metanol.’® O
comprimento de onda de detec¢do escolhido considerou o maximo sinal

obtido e também em pesquisas da literatura.

3.4 - Critério usado para a escolha da condicao otimizada

A otimizacdo da separacdo entre os picos observados foi feita por
meio da avaliagdo da resolugao de pico, simetria e tempo de analise. Os
dados obtidos para o calculo das simetrias de pico e resolugdes foram
medidos a partir dos picos obtidos no eletroferograma. Os dados foram
tratados pelo Minitab® realizando-se um planejamento fatorial por superficie
de resposta para encontrar a melhor condicao de separagao. Para isso,

foram usados como resposta a simetrias de pico e resolugéo de pico.
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4 - Resultados e Discussao

4.1 — Otimizagao do Método

Toda a otimizacgao foi feita na amostra de cha e inicialmente realizou-
se testes de eletrdlito com lactato, acido latico e tartarato de acordo com os
experimentos de SHI Y. & FRITZ J.S."7, além disso o comprimento de onda
de 214 nm, também foi escolhido baseado nos experimentos desses
autores' e os experimentos realizados ndo foram reproduzidos como o
esperado. Por meio de teste preliminares e com base na literatura, a
composigéo do eletrdlito de corrida foi composta por: 6 mmol L' de HIBA e
5 mmol/L de Imidazol.

Além do HIBA e do Imidazol, a literatura recomenda o uso de MeOH
pois 0 mesmo afeta a viscosidade e a constante dielétrica do meio,’” o que
esta diretamente ligado com a separacéao eletroforética. Além disso, o éter
coroa, que é o responsavel por complexar-se com o metal, também &
recomendado para a determinagcdo de metais por eletroforese capilar.
Portanto, a melhor composicdo de eletrolito de corrida associada as
melhores condicbes eletroforéticas, tais como temperatura e tenséao
aplicadas, foram otimizadas por meio de um planejamento fatorial através do
software Minitab 18®. O primeiro planejamento fatorial esta descrito na
Tabela 1.
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Tabela 1: Primeiro planejamento fatorial. Sendo as varidveis temperatura,
concentragao de éter coroa, tensdo de corrida e concentracao de metanol.

Ordem Ponto ,
de Temperatura/°C Eter Coroa/mmol L'? Tensdo/kV  Metanol /%
corrida Central
1 1 15 50 30 20
2 1 15 20 30 0
3 1 30 50 10 0
4 1 15 20 30 20
5 1 30 20 30 0
6 0 22,5 35 20 10
7 1 15 50 10 0
8 1 15 20 10 0
9 1 15 50 30 0
10 1 30 50 30 20
11 1 30 50 10 20
12 1 15 50 10 20
13 1 30 20 10 20
14 1 15 20 10 20
15 1 30 20 10 0
16 1 30 20 30 20
17 0 22,5 35 20 10
18 0 22,5 35 20 10
19 1 30 50 30 0

Para a execugao deste planejamento, um capilar de silica de 52 cm
de comprimento total e 40 cm de comprimento efetivo (até o detector) foi
empregado com diametro interno de 50 um e aplicagao do potencial elétrico,
no modo normal. Assim, a corrida eletroforética ocorreu no sentido do inlet
para o outlet. Sendo assim, obteve-se dezenove eletroferogramas,
respectivos a cada uma das ordens de corrida. Por meio destes
eletroferogramas, observou-se que o0s picos correspondentes aos elementos
estudados (Cd, Pb e Hg) estavam muito alargados. Isso se deve ao tempo
de permanéncia dos analitos dentro do capilar que apresenta um tamanho
elevado, bem como o fato dos metais, que séo catidnicos, estarem aderidos
a parede do capilar que esta carregada negativamente, no pH do eletrdlito
de corrida (pH = 6), uma vez que o pKa dos sinlanodis presentes na parede

do capilar € em torno de 3,6.
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Para solucionar o problema apresentado, o sentido da eletroforese
capilar foi invertido, ou seja, os polos foram trocados, o anodo passou a estar
no outlet e o catodo no inlet e, as injegcdes das amostras e eletrdlito de
corrida, foram realizadas no outlet, logo, as analises foram realizadas do
outlet para o inlet. Desta forma, os elementos passaram pelo detector de
forma mais rapida pois precisaram percorrer apenas 12 cm até a janela de
deteccao e ndo mais 40 cm, como na configuragao original (inlet para outlet)
e o Planejamento Fatorial apresentado na Tabela 1 foi repetido, ou seja,
realizado nesta nova configuragdo do equipamento (analises realizadas no
sentido do outlet para o inlet).

Esta configuragdo foi excelente para solucionar o problema de
alargamento do Cd e Pb, porém, ndo para o Hg que continuou alargado.
Portanto, foi realizado o mesmo planejamento fatorial (Tabela 1) com esta
nova configuracao de analise, do outlet para o inlet.

A Figura 2 mostra a mistura de padroes sem a presenca da amostra
e a Figura 3 mostra o cha de Passiflora incarnata dopado com os padrdes de
Cd, Pb e Hg. A adigédo dos padrdes referetnes aos elementos avaliados neste
trabalho, se fez necessaria por dois motivos: primeiro, para avaliar os
interferentes da matriz; segundo, pela inexisténcia desses elementos na
amostra. Ambas as figuras se referem aos eletroferogramas do novo método

de injecao (injegao no outlet).
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Figura 2: Eletroferograma da corrida 2 nas condigdes estabelecidas na Tabela 1 para
agua Milli-Q® dopada com os metais Cd, Pb e Hg.

POA- 21dom
5] — cha_dopado_run_order_005
_oha_dopads_order_005

(b)

Figura 3: Eletroferograma da corrida 5 (Tabela 1) nas condi¢des estabelecidas na
Tabela 1 para o ché de Passiflora incarnata dopado com os metais Cd, Pb ¢ Hg, onde
(a) € o interferente “a” do cha (b) ¢ o interferente “b” e (c) ¢ o interferente (c).

A partir dos eletroferogramas foram calculadas as simetrias de pico e
resolugdes das condi¢cdes. Através de comparagdes com pesquisas na
literatura' e eletroferogramas de agua Milli-Q® dopada com os elementos,
foi observado que a ordem de migragdo dos mesmos foi, respectivamente,

Cd, Pb e Hg, como mostra a Figura 3.
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As respostas consideradas no primeiro planejamento fatorial foram
resolugao de picos adjacentes e simetrias de pico. A melhor resposta, ou
seja, as melhores condigdes eletroforéticas e de composi¢cédo de eletrdlito,
para obter a melhor separacéao eletroforética, foi obtida por meio da analise
de desejabilidade (regidao do 6timo), quanto maior a desejabilidade melhor a
separacgao, neste caso. As desejabilidades, ja foram avaliadas descartando
as respostas (resolugdes) das corridas relacionadas ao Hg pois, como ja foi
dito anteriormente, o Hg apresentou uma largura de pico consideravel,
mesmo nesta melhor configuragao experimental.

A resolucao de pico nos mostra o quanto a separagéo entre os picos
esta boa, sendo que o ideal € que seja acima de 1,6. As resolugdes (R) foram
calculadas manualmente a partir da Equagdo 1. Onde tr € 0 tempo de
retencdo dos picos adjacentes a serem analisados, onde tr1 se refere ao
elemento menos retido e, trz 0 elemento mais retido. Wossn € a largura da
base do pico a meia altura, respectivos aos elementos mais e menos retidos.

tr2 — tr1 >
R =1,18.
(Wo,sm + Wy sh2

Equacio 1: Equacdo da resolucao de pico.

A desejabilidade é uma fungao que nos diz a solugao 6tima através de
sua maximizagao, ela pode ser definida como a média geométrica das
funcdes de desejabiliades individuais de cada resposta di (Yi), emquen é o

numero de respostas, essa fungao € descrita de acordo com a Equagéo 2.33

o= ([uco)

Equacio 2: Funcdo da desejabilidade geral. >

O resultado obtido do calculo da regidao com maior desejabilidade (D
= 0,97) correspondia a uma regido com simetria de pico igual a 0,5 e uma
resolugcado de 1,6. As variaveis foram temperatura de 28,4 °C, concentragao
de éter coroa de 27,9 mmol L', tensdo de 22 kV e concentragdo de metanol

17,3 % (v/v). Entretanto essa condi¢cao estava duvidosa por causa do valor
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das simetrias de pico entdo, realizou-se um novo estudo de desejabilidades,
descartando as simetrias de pico e utilizando somente as resolugcdes como
resposta do planejamento.

Assim, uma nova regiao de maior desejabilidade (D = 0,9957) que
correspondia a uma regiao com resolugcao de 1,8 apresentava temperatura
de 16,8 °C, concentragéo de éter coroa de 23,3 mmol L', tenséo de 11,4 kV
e concentragdo de MeOH de 10,4% (v/v). Estudando as respostas do
planejamento fatorial, observou-se que a temperatura e o MeOH foram as
variaveis que mais interagiam entre si influenciando diretamente na
separagao de Cd e Pb com os interferentes, como mostrado nas Figuras 4 e
5, logo foi visto que precisava de uma concentragdo minima de MeOH, ou

seja, entre 0 e 10%.

i

Figura 4: Eletroferograma da corrida 6 (Tabela 1) com temperatura no ponto central
(22,5 °C) e concentragdo de metanol 10 % (V/V).
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Figura S: Eletroferograma da corrida 7 (Tabela 1) com temperatura de 15 °C e
concentragdo de metanol 0% (V/V), onde as setas indicam os picos dos metais
comigrando com os interferentes.

Comprovou-se que € necessaria uma quantidade minima de metanol,
como foi indicado na Figura 4, onde os picos dos metais foram separados
dos interferentes. Por outro lado, a Figura 5 mostra uma co-migragéao e nao
houve separagcédo efetiva entre os analitos e os interferentes. Portanto,
visando encontrar uma regido do 6timo para a temperatura e para o MeOH
foi realizado um segundo planejamento fatorial, vide Tabela 2, fixando-se as

demais variaveis.

Tabela 2: Segundo planejamento fatorial.

Oggtrerrir(\jade CPeonTrZI Metanol /% Temperatura / 2C
1 1 1 15
2 1 5 20
3 1 5 15
4 1 1 20
5 1 1 15
6 1 5 15
7 1 1 20
8 0 3 17,5
9 1 5 20
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O segundo planejamento fatorial apresentou a maior desejabilidade
(D =0,72), com MeOH 3,7% (v/v) e T a 20 °C. Estas condi¢des, associadas
as demais previamente otimizadas, como concentragao de éter coroa de 23,3
mmol L' e tensdo de 11,4 kV, foram consideradas as condi¢cdes otimizadas
do método e um eletroferograma da aplicacdo deste método esta indicado
na Figura 6. A partir desta otimizagao deu-se continuidade com a validagao

do método.

nnnnn

Mruges

Figura 6: Eletroferograma da condi¢ao otimizada do método com temperatura de 20
°C, concentragdo de metanol 3,7% (V/V), concentragdo de éter coroa de 23,3 mmol
L' e tensdo de 11,4 kV.

4.2 - Figuras de mérito

Uma vez tendo um método de separacao eletroforético otimizado, o
mesmo foi entdo validado. Também foi comparado se a técnica apresenta as
imposi¢des, do Ensaio Limite de Metais pesados da Farmacopeia Brasileira
62 edicao, preestabelecidas pela Anvisa. Os Limites estabelecidos pela

Farmacopeia para o Cd, Pb e Hg, estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3: Limites de Cd, Pb e Hg estabelecidos pela Farmacopeia

Uso Oral Uso Parenteral
Elemento - (o 1 - (s A
Limite maximo / ug g Limite maximo / ug g
Cd 0,5 0,05
Pb 1 0,1
Hg 1,5 0,15
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Primeiramente com a confeccio da curva de calibragdo para o Cd e
para o Pb como demostrado na Tabela 4. A faixa linear considerada foi de

0,2-0,4ugg'paraoCde 1,5—-4 ug g’ parao Pb.

Tabela 4: Curva de calibragao do experimento para o Cd e para o Pb

Parametros Valores para os metais
cd Pb
Faixa linear 0,2-0,4pgg? 1,5-4 pggt
Coeficiente angular 3209,4 736,34
Coeficiente linear -469,6 -714,2
Coeficiente de Determinagdo (R"2) 0,997 0,991

O limite de quantificacdo do método para Cd e Pb foi obtido de
maneira visual, ou seja, solugdes de concentragdes decrescentes foram
analisadas até ndo se observar nenhum sinal analitico nos eletroferogramas,
sendo 0,2 ug g para o Cd e 1,5 ug g’ para o Pb. O limite de detecgéo foi
calculado com base no LQ, sendo 0,06 ug g' parao Cd e 0,45 ug g' para o
Pb. As curvas de calibracdo apresentaram coeficiente de determinacao de
0,997 para o Cd e 0,991 para o Pb, como mostra na Tabela 4.

Os parametros de Repetibilidade e Precisdo intermediaria foram
realizados somente para o Cd, uma vez que, em virtude do Pb nao
apresentar os Limites exigidos pela Anvisa, foram obtidas as figuras de
mérito somente para o Cd.

A repetibilidade é o parametro que se refere a concordancia entre os
resultados sem variagbes de métodos, medigdes, analista, instrumentos,
condicdes, logo todas as analises devem ser feitas da mesma forma, sem
nenhuma alteragdo e o parametro mostra o quanto os resultados podem
variar sem nenhuma alteragdo na metodologia.3* Também conhecida como
precisdo intra-corrida®. A Repetibilidade do método estudado teve
resultados distintos para as areas dos picos e para os tempos de corrida e
foi realizada a andlise para concentragoes distintas de 0,3 ug g™, 0,5 ug g™

e 1,0 ug g vide Tabela 5.
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A Anvisa determina que se a reprodutibilidade for comprovada nao é
necessario a realizagdo da precisao intermediaria (também conhecida por
precisdo inter-corridas)343°. Uma vez que, ndo pdde ser realizada a
reprodutibilidade, por questdao do conjunto de fatores: tempo, a pandemia
causada pelo Covid19, foi determinada a precisao intermediaria do
experimento para trés niveis de concentragdo: 0,3 ugg’, 0,5ugg’e 1,0 ug

g, vide Tabela 5.

Tabela 5: Precisdo intra e inter - corridas expressa em Coeficiente de Variagao (CV)
para o Cd

CV /(%) (intra — corrida) CV /(%) (inter - corrida)
Concentrigao / Area Tempo Area Tempo
HE 8
0.3 12,41 1,49 37,43 2,37
0.5 15,02 0 15,09 2,32
1 3,09 1,43E-14 16,76 1,77

A recuperacdo € o parametro que mostra o quanto um método
analitico é eficiente frente a exatiddo do método. Ela avalia o efeito da matriz
sobre a quantificagdo dos analitos de interesse.343> Os valores obtidos da

recuperacao estao expressos a seguir, vide Tabela 6:

Tabela 6: Valores da recuperagao do Cd.

Concentracdo / ugg* Recuperacio / (%)
1 53,79
0,5 20,36

Quando a recuperagao é de aproximadamente, 100%, significa que o
efeito da matriz € baixo. Os valores obtidos da recuperagcao foram baixos,
menores que o desejavel, ou seja, muito menores que 100%. Portanto, isso
mostra que esta tendo uma interferéncia forte da matriz na determinagéo de
Cd. Este resultado sugere a necessidade de um melhor preparo de amostra
para se obter um valor melhor da recuperagdo, uma vez que, no meétodo
proposto a amostra foi analisada apenas com o preparo do cha.

Apos a avaligao das figuras de mérito, uma amostra de cha que segue

todas as especificagbes da Anvisa, bem como uma amostra de cha obtida
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de uma feira da cidade de Sado Paulo foram analisadas no método
desenvolvido, vide Figuras 7 e 8, respectivamente. Por meio das Figuras 7 e
8 é possivel verificar a auséncia dos elementos estudados neste trabalho,
tanto no cha da ANVISA, quanto no cha obtido em uma feira local de Sao

Paulo.

Figura 7: Eletroferograma correspondente a aplicacdo do método em amostra de cha que
segue as especificacdes da Anvisa

0310+ ' v - . . v . . T T v v v
200 zm am zm st am 1 AT 4D 42 4@ 415 S0
Mnutes

Figura 8: Eletroferograma correspondente a aplicagdo do método em cha obtido em
feira na regido metropolitana de Sao Paulo
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5 - Conclusoes

Os experimentos realizados nesse trabalho permitiram encontrar as
condi¢des ideais para a quantificacdo de Cd em cha de Passiflora incarnata
através do estudo das variaveis aplicando-se um planejamento fatorial.

O método desenvolvido apresenta-se apto para analise quantitativa
de Cd e para analise qualitativa de Hg e Pb. A partir dos dados obtidos foi
possivel validar a metodologia via eletroforese capilar para o Cd, porém, o
experimento mostra que mais estudos devem ser realizados para encontrar
a condicao ideal para a quantificagao de Cd, Pb e Hg simultaneamente.

A utilizacao da técnica CE-UV mostrou-se aplicavel e promissora, com
capacidade de identificacdo multielementar, também demonstrou ser seletiva
e de menor pre¢o quando comparado aos métodos utilizados atualmente.

Tem-se como etapa futura realizar um melhor preparo de amostras

para reduzir o efeito de matriz na aplicagdo do método.

Este trabalho passou pela analise do software Plagius - Detector
de Plagio Professional versao 2.6.9, licenciado. A analise foi feita da
forma mais profunda que o software permite, com 9 palavras idénticas
sendo consideradas suspeitas, sendo que tudo, que foi apontado pelo

programa foi avaliado e se necessario modificado
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