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RESUMO

Apesar dos recentes avangos em cromatografia liquida monodimensional, a complexidade
de algumas amostras exige o emprego de técnicas de separagdo capazes de oferecer
maior poder de resolucao e capacidade de picos. Como consequéncia, o desenvolvimento
de técnicas cromatograficas bidimensionais abrangentes (LCxLC, GCxGC, LCxGC) tem
recebido atencdo crescente nos Uultimos anos. A principal vantagem dessas técnicas
comparadas as técnicas tradicionais € a maior capacidade de picos e possiblidade de se
empregar diferentes mecanismos de separagdo em cada dimens&do. O maior desafio
relacionado a otimizagdo de meétodos desta natureza esta relacionado a selecdo de
complexos parametros experimentais, frequentemente baseada na experiéncia do analista
ao invés de rigorosamente estruturada em estratégias teoricamente embasadas. A
primeira e mais importante etapa no processo de otimizacdo de métodos LCxLC ¢é a
selegcdo do par cromatografico (fase estacionaria e fase mével, 'D e 2D). Quando a
amostra é precisamente conhecida, algumas caracteristicas podem servir como um guia
qualitativo na selecdo destes parametros; em outros casos, padrdes “representativos”
podem ser empregados para avaliar a correlagdo entre os sistemas 'D e D, porém,
guando pouca ou nenhuma informacgao é disponivel, esta continua sendo uma tarefa dificil.
Este trabalho apresenta uma nova estratégia de selegdo do par cromatografico
empregando amostras reais de extrema complexidade e calculos de recobrimento da
superficie de separagdo, além da otimizagdo de métodos em cromatografia liquida
bidimensional abrangente baseada em planejamentos estatisticos. A amostra selecionada
para o desenvolvimento do método foi uma mistura de extratos vegetais previamente
estudados pelo grupo de pesquisa, contendo uma vasta diversidade de metabdlitos com
diferentes caracteristicas estruturais e consequentemente, diferentes desafios a serem
superados na separagdo cromatografica. Empregando tal estratégia e condigbes
abrangentes de eluigéo, foi possivel selecionar o par de colunas e modificadores organicos
para a primeira e segunda dimensdes cromatograficas e otimizar parametros como vazao,
tempo de analise e tempo de modulagdo. A partir dos cromatogramas bidimensionais
obtidos com as condigbes otimizadas, diferentes métodos de eluigdo foram avaliados para
a segunda dimensao cromatografica. Finalmente, o método abrangente desenvolvido e
otimizado foi aplicado a diferentes amostras vegetais separadamente, confirmando a
possibilidade do seu uso na obtengdo de fingerprints metabdlicos que possam ser

empregados na comparagao e/ou classificagao de amostras.

Palavras-chave: LCxLC; cromatografia liquida bidimensional abrangente, fingerprint,

metabolémica.
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ABSTRACT

Despite recent advances in monodimensional liquid chromatography, the complexity of
some samples requires the use of separation techniques that can provide greater resolving
power and peak capacity. As a consequence, the development of comprehensive two-
dimensional chromatographic techniques (LCxLC, GCxGC, LCxLC) has received
increasing attention in recent years. The main advantage of these techniques compared to
traditional techniques is the largest peak capacity and possibility to employ different
separation mechanisms in each dimension. The biggest challenge related to method
optimization of this kind of techniques is related to the selection of complex experimental
parameters, often based on the analyst's experience rather than theoretically based
strategies. The first and most important step in the method optimization process in LCxLC
is the selection of the chromatography pair (stationary phase and mobile phase, 'D and
D). When the sample is precisely known, some features may serve as qualitative guidance
in the selection of these parameters; in other cases, "representative"” standards can be
used to evaluate the correlation between 'D and ?D systems, however, when little or no
information is available, this remains a difficult task. This work presents a new strategy for
the selection of the chromatographic pair using real and extremely complex samples and
fractional coverage surface calculations, besides the method optimization in
comprehensive two-dimensional liquid chromatography based on statistical designs. The
sample selected for the method development was a mixture of plant extracts previously
studied by the research group and containing a wide diversity of metabolites with distinct
structural characteristics and therefore different challenges to be overcome in the
chromatographic separation. Employing such strategy and comprehensive elution
conditions, it was possible to select the pair of columns and organic modifiers to the first
and second chromatographic dimensions and optimize parameters such as flow rate,
analysis times and modulation time. From the two-dimensional chromatograms obtained
with optimized conditions different elution methods were assessed for the second
chromatographic dimension. Finally, the comprehensive method developed and optimized
was applied to different plant extracts separately, confirming the possibility to obtain

metabolic fingerprints that may be used for the comparison and/or sample classification.

Keywords: LCxLC; comprehensive two-dimensional liquid chromatography;

fingerprint; metabolomics.
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1 INTRODUCAO

A fitoquimica classica, baseada na prospeccéo e isolamento de substancias
naturais com diferentes aplica¢des, tem enfrentado o dilema de como maximizar a
descoberta de novos compostos, minimizando a repeticdo de processos e
isolamentos de substancias ja descritas na literatura. Uma vez isolado, identificado e
descrito, deveria ser possivel identificar um composto a partir dessas informacoes,
evitando a repeticdo do processo de isolamento e identificacdo. O processo de
identificacdo rapida de compostos conhecidos em uma mistura e informagdes
suficientes para priorizar o isolamento de outras é usualmente conhecido como
“desreplicagdo” pela comunidade de quimicos de produtos naturais'. Além disso,
considerando-se sistemas biolégicos complexos e a necessidade de classificagao ou
identificagdo de biomarcadores especificos, abordagens holisticas s&o mais
vantajosas em relagédo a estudos reducionistas usualmente empregados na quimica
de produtos naturais.

Ha tempos a cromatografia liquida de alta eficiéncia tem se mostrado como
uma técnica confiavel e reprodutivel na identificacdo e quantificacdo de diversas
substancias, além de exigir um preparo de amostra relativamente simples?. Apesar
dos recentes avangos em cromatografia liquida unidimensional, incluindo o
desenvolvimento de colunas preenchidas com particulas de tamanho inferior a 2

um® 4 56 789

, emprego de colunas em série e operagdes a elevadas temperaturas
' 6 aumento na resolucdo dessa técnica é restrito ou insuficiente para a analise de
misturas tdo complexas como extratos vegetais’.

Misturas multicomponentes de extrema complexidade requerem técnicas de
separagao que oferecam grande resolugcdo. A medida que representa essa
capacidade de separacdo é a capacidade de picos (nc;) que é definida como o
numero maximo de picos que podem ser ajustados entre o primeiro e o ultimo pico

de interesse, com boa resolugdo entre todos esses picos’ "

. Em separagbes em
gradiente, onde cada pico tem aproximadamente a mesma largura, a capacidade de
picos pode ser aproximada em termos do tempo de gradiente como:

_lo

Ne=y, Equacao 1

onde fz é o tempo do gradiente e W a largura média dos picos. Na pratica, a

capacidade de separagao pode ser definida como o numero de picos resolvidos que
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podem ser ajustados entre o primeiro e o ultimo picos do cromatograma (e né&o
necessariamente no comeco e fim do gradiente). Essa medida € conhecida como

capacidade de picos equivalente;

Ne :LWtA Equacao 2

onde fa e t; referem-se os tempos de retencdo do primeiro e ultimo picos,
respectivamente.

Estudos mostram que uma unica dimensao cromatografica é inadequada para
a completa separacado dos constituintes de matrizes complexas. Por este motivo, o
desenvolvimento da cromatografia liquida bidimensional recebeu grande atengao
durante os Uultimos anos. Nesta, a amostra €& submetida a dois diferentes
mecanismos de separagédo e o maior beneficio desta configuragdo 2D é o drastico
aumento na capacidade de picos, refletida na diminuigdo da sobreposicdo destes’.

A cromatografia liquida oferece uma grande variedade de mecanismos de
separag¢ao: modo normal (NP), modo reverso (RP), modo HILIC, exclusdo molecular
(SEC), troca ibnica (IC) ou afinidade (AC). Consequentemente, a cromatografia
liquida bidimensional pode ser empregada em diversas combinagbes gerando um
aumento da capacidade de picos, seletividade e resolucdo’. Nesse contexto, a
ortogonalidade entre as duas dimensdes é de fundamental importancia. Considera-
se ortogonal a separacdo bidimensional que utiliza mecanismos distintos de
separagao e que apresentem perfis distintos de reteng¢ao, o que significa, em outras
palavras, possuirem seletividades diferentes.

A cromatografia liquida bidimensional pode ser desenvolvida em dois modos:
off-line e on-line. A primeira, embora relativamente mais simples no que diz respeito
a incompatibilidade entre fases moéveis e estacionarias, € mais demorada, mais
suscetivel a perda ou contaminagdo da amostra além de oferecer baixa
reprodutibilidade. O modo on-line é mais rapido e mais reprodutivo, porém necessita
de interfaces especificas e apresenta maior complexidade operacional.

Técnicas cromatograficas bidimensionais abrangentes online sao
relativamente recentes, cuja principal vantagem em relagao aos métodos tradicionais
€ 0 aumento da capacidade de picos devido a mecanismos de retencao distintos em
cada dimensao, que favorece a separagcdao de componentes de amostras muito

complexas.



O desenvolvimento e a otimizacdo de métodos cromatograficos desta
natureza requerem o ajuste de diversos parametros a fim de efetuar separagdes
com éxito. Devem ser avaliados a melhor combinacdo de colunas, buscando uma

maior ortogonalidade’ '+ 1°

, 0 uso de métodos em gradiente, com atencéo especial
a segunda dimensdo, que requer pequenos tempos de analise'™®, o tempo de
modulagao'’ dentre outros fatores.

Devido a grande capacidade de resolugao, estas técnicas favorecem analises
comparativas entre amostras, permitindo a identificacdo de caracteristicas quimicas
(como similaridades ou diferengas na composigao). Dentre as aplicagbes desse tipo
de analises, pode-se destacar a classificacdo de amostras devido a formacao de

18 19 obtengéo de fingerprints®, monitoramento,

padrées quimicos bidimensionais
agrupamento e identificagdo de marcadores?'.

Embora a cromatografia liquida multidimensional abrangente apresente-se
muito promissora na analise de matrizes complexas, a falta de softwares para
processamento de dados € o maior obstaculo para sua efetiva aplicacdo mais
ampla®’. Devido a elevada eficiéncia, LCXLC gera uma quantidade de dados
significantemente mais complexos quando comparados a cromatografia
unidimensional, contendo muitas vezes mais pontos, além da dimensionalidade de
dados adicional. A necessidade de métodos mais rapidos e robustos de analise de

dados é discutida por diversos autores®* 2324,

1.1. Cromatografia liquida bidimensional abrangente

Historicamente, a eficiéncia da cromatografia liquida monodimensional (1DLC)
sofreu enormes avangos especialmente pela necessidade de separagdo de
amostras de complexidade cada vez maior. Apesar de todos os avangos, amostras
de diferentes origens (alimentos, ambientais, produtos naturais etc) sao
demasiadamente complexas para serem separadas por métodos monodimensionais

usualmente empregados®. Avancos pioneiros promissores® 2°

e consideracgdes
tedricas?’ direcionaram a atencdo ao desenvolvimento de técnicas cromatograficas
bidimensionais (2DLC). Obviamente, a fim de explorar a total potencialidade da
técnica, otimizagcbes sdo necessarias. Devido a inUmeros parametros e processos
envolvidos, esta ndo é uma tarefa trivial.

Guiochon e colaboradores? revisaram alguns desenvolvimentos em 2DLC. O
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foco principal da abordagem foi dado a cromatografia bidimensional abrangente
online (LCxLC segundo a nomenclatura de Schoenmakers e colaboradores®). Por
“online” entende-se que a transferéncia das fragdes eluidas da primeira para a
segunda dimensao é realizada no confinamento do sistema LCxLC, e entdo uma
separagao rapida é realizada na segunda dimensao (2D) de modo que, ao final, essa
coluna esteja preparada para receber uma proxima fracdo e realizar uma nova
separacdo. Dessa forma, deve-se garantir que todos os componentes da fragdo
eluida de 'D para ?D sejam eluidos antes da modulagdo seguinte, evitando assim a
eluigdo tardia de compostos em modulagdes consecutivas (wrap-around) e que a
coluna seja devidamente recondicionada, garantindo a repetibilidade dos tempos de
retencédo. Por “abrangente” entende-se que durante a andlise, todas as fragbes
eluidas de 'D sdo transferidas para ?D. Obviamente esta transferéncia nao é
continua e deve ser realizada periodicamente em fracdes de volume reduzido. Isso
requer o uso de uma interface entre as duas dimensdes. A Figura 1 apresenta o

esquema de uma das possiveis configuragdes de sistemas LCxLC.

Figura 1. Representagéo de um sistema LCxLC empregando uma valvula de 10 portas e 2 posi¢des na interface
entre 'D e °D. (a) loop 1 sendo preenchido pelo eluente de 'D; (b) loop 1 sendo esvaziado pela bomba da De
loop 2 sendo preenchido pelo eluente de 'D.

.Amoslra ‘a) .Amustm [b)

\ Coluna 'D \ Coluna 'D

Bomba 'D Bomba 'D

Bomba 2D ===

Loop1 é

Bomba 2D ==

Loop1 é

Loop 2 Loop 2

Coluna 2D Coluna 2D

— == Detector j==p Detector

Descarte Descarte

Separagbes LCxLC podem ser realizadas de dois modos. O método mais
comum é chamado de continuous low-flow operation®; outra opcdo é conhecida
como método stop-flow®’. Apesar de aspectos praticos terem sido abordados por
diversos trabalhos' 3% 3% 3% abordagens dedicadas ao desenvolvimento e
otimizagcao de métodos para LCxLC ainda sao restritas.

A otimizagdo de métodos cromatograficos monodimensionais foi, por muito
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tempo, o principal foco de diversos trabalhos: a predigcdo de configuragdes ideais a
fim de alcancar o maior poder de resolugdo em um menor tempo de analise
possivel, ou estimar condicdes a fim de separar analitos de interesse em
determinado tempo de analise. Conhecidamente, resolugdo ¢é resultado da
eficiéncia, retengdo e seletividade cromatografica e diversas teorias foram

%: 37 38 39 Contrariamente,

elaboradas considerando esses parametros>>
desenvolver um modelo geral de otimizagdes em LCxLC €& muito mais complexo
devido ao numero de parametros envolvidos, além da dificuldade em considerar o
sistema como um sistema unico, onde qualquer alteracdo em uma dimensao pode
ter consequéncias em ambas. Além disso, a diferenca de seletividade entre os dois
sistemas cromatograficos (fase mével / fase estacionaria) deve ser maximizada e
essa questdo ainda nao ¢é adequadamente discutida por nenhuma teoria.
Finalmente, detectabilidade é um fator importantissimo a ser considerado, uma vez
que a diluicdo da amostra é muito mais significativa em LCxLC do que em LC.
Horvath e colaboradores afirmam que a diluigdo dos analitos durante a migragao
entre as duas colunas é a maior desvantagem em analises deste tipo.

Devido a todas as dificuldades supracitadas, um modelo unico de otimizacao
de métodos LCxLC ainda é inviavel. A principal consequéncia disso & que
desenvolvimentos e otimizagdes sado geralmente baseados na experiéncia do

analista ao invés de estratégias teoricamente embasadas.

1.1 Descritores de qualidade na otimizacédo de LCxLC

Refere-se a otimizagdo, o processo de selegdo de niveis e parametros que
oferecem os melhores resultados para um ou mais descritores de qualidade. Em
LCxLC, o objetivo final, em geral, € maior resolugdo no menor tempo de analise
possivel, o que os caracteriza como descritores de qualidade. No entanto, como ja
descrito anteriormente, a diluicdo é um fator importante a ser considerado em
desenvolvimento de métodos desta natureza*'. Resultados indicam que mesmo em
experimentos cuidadosamente otimizados, a diluicdo dos analitos pode ser de 10 a
50 vezes, sendo ainda maior no caso de condi¢cdes precariamente selecionada*® **
43 Como resultado, a deteccdo de analitos em baixa concentracdo é comprometida.
Dessa forma, os limites de detecgdo sdo também considerados como descritores de

qualidade em separacbes LCxLC.



A capacidade de picos (nc) € o principal descritor de qualidade de qualquer
separacao cromatografica. Ela pode ser definida como o maior numero de picos que
podem ser separados em uma determinada janela de separacdo*, com resolugéo
minima entre cada par. A capacidade de picos tedrica em LCxLC, nc tota, € igual ao
produto das capacidades de picos de cada sistema monodimensional, conhecida

como regra dos produtos*® 4¢:

1 2 .
nC,total = an nc EqanaO 3

onde 'nc¢x 2ncrepresentam a capacidade de picos da primeira e segunda dimensao,
respectivamente. No entanto, a capacidade de picos total (Equagdo 1) s6 é real em
caso de completa ortogonalidade e quando a resolugdo de cada coluna
independentemente é mantida. Infelizmente, atingir esses dois requisitos é
praticamente impossivel devido a falta de teorias que discutam a maximizacédo da
diferenca de seletividades e a manutencao da capacidade de picos pelo chamado
undersampling em 'D e alargamento de picos em 2D*%. Como resultado, Nc o €
sempre menor do que o calculado a partir da Equagao 1 4% *7 4% %9 varios autores
discutem calculos mais reais para a capacidade de picos considerando-se fatores de
undersampling e ortogonalidade®® °'.

O fendbmeno chamado de undersampling refere-se a perda na capacidade de
picos em 1D ('nc) devido & recombinagdo de alguns compostos ja separados, pela
transferéncia do eluente de 'D para ?D°% °* **. Uma forma simples de minimizar a
influéncia desse fendmeno é reduzir os tempos de amostragem em 'D (modulagao),
no entanto, esse periodo determina o tempo de analise em D e quanto menor,
menor a capacidade de picos que pode ser atingida na segunda dimensao. De fato,
um dos fatores mais importantes a se considerar na otimizagdo de métodos LCxLC
em modo continuo a baixas vazdes € o compromisso entre undersampling e tempo
de separagdo em ?D. Isso ndo ¢ tdo significativo quando se opera em modo stop-
flow, uma vez que nesse caso, a amostragem em 'D pode ser interrompida
permitindo maiores tempos de andlise em °D. Embora esta possa ser uma
alternativa interessante, este modo nao tem sido amplamente empregado e/ou
discutido devido ao maior tempo total de analise e possibilidade de alargamendo de
picos devido a dispersao longitudinal das bandas cromatograficas quando a vazao é
interrompida. Este fato foi discutido por Kalili e colaboradores, que mostraram que

apesar do maior tempo de analise, LCxLC em modo stop-flow apresentou6



elevada capacidade de picos sem perdas significativas na resolugéo® %

Outro aspecto relevante a ser considerado na otimizagdo de sistemas
bidimensionais € o volume de amostra a ser transferido de 'D para 2D: volumes
muito grandes podem causar alargamento de bandas em ’D e consequente
diminuicdo em 2nc¢; volumes muito pequenos oferecem problemas relacionados a
detectabilidade. A recomendacéo geral € que 0s picos em 'D devem ser fracionados
de 3 a 4 vezes em sua largura®" °" °® % Para minimizar o alargamento das bandas
durante a transferéncia, a fracdo em 'D deve ter uma forca de eluigdo menor que a
fase mével em 2D para que assim, a fracdo seja concentrada como uma banda
estreita no topo da coluna em 2D (peak focusing) e s6 entdo seja eluida pela fase

42; 60; 61

mével com maior forga de eluicdo . Por este motivo, as fases méveis devem

ser selecionadas, sempre que possivel, de forma a favorecer essa focalizagao.
Em geral, a fim de contemplar os requisitos de amostragem e transferéncia de
fragdes entre as dimensdes, a separacdo 'D deve ser desacelerada e realizada sob

condigdes sub-6timas de eficiéncia®®; a segunda dimensdo deve ser rapida e

47, 63

eficiente , empregando colunas curtas, porém de alta eficiéncia como colunas

64, 65 66; 67; 68

monoliticas ou particulas parcialmente porosas

47,63

em combinacdo com altas
temperaturas

A ortogonalidade é um dos parametros mais importantes no desenvolvimento
de métodos LCxLC e esta diretamente relacionada a seletividade. A predicdo de
parametros desta natureza requer informagdes de como a amostra interage com os
dois sistemas cromatograficos (FE/FM, 'D e ?D)*.

Quando todo o espaco de separagao é empregado, a ortogonalidade possui
valor maximo e diz-se que os dois sistemas sao “completamente ortogonais”. Esse
caso sO € possivel se os fatores de retencdo nas duas dimensdes foram
completamente independentes. Contrariamente, se os fatores de retencdo forem
totalmente correlacionados, os picos estardo distribuidos sobre a diagonal da
superficie de separagdao e nesse caso, nenhuma informacao adicional € obtida
empregando-se sistemas bidimensionais. Separacbées LCxLC requerem elevado
grau de ortogonalidade e elevadas eficiéncias em ambas as dimensdes.

Devido a complexidade das amostras submetidas a LCxLC, extrair informacdes
de seletividade de cromatogramas monodimensionais repletos de picos pode ser

uma tarefa dificil. Por este motivo, alguns trabalhos descrevem o emprego de
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compostos representativos da amostra para este tipo de avaliagdo, no entanto, essa
alternativa é inviavel quando se tem pouca ou nenhuma informacdo sobre a
amostra®. Essa alternativa é ainda mais dificil quando a amostra em questdo &€ um
produto natural (como extratos de plantas) e o numero de padrbes cromatograficos
disponiveis no mercado € ainda mais limitado.

Nesses casos, a amostra em si & empregada para otimizagdo da
ortogonalidade, porém, modelos gerais para este tipo de selegédo ainda nao existem.
Alguns trabalhos avaliam a ortogonalidade de sistemas cromatograficos pela
correlagdo de tempos de retengao e relagdo m/z, empregando a propria amostra em
diferentes condicdes cromatograficas em experimentos monodimensionais”.
Quando as propriedades da amostra s&o conhecidas, o0 conceito de
dimensionalidade da amostra pode ser uma boa orientacdo para a sele¢ao do par
cromatografico’. Giddings refere-se & dimensionalidade da amostra, pelo “numero
de variaveis independentes que devem ser especificadas para identificar os

componentes da amostra””’

. Por exemplo, os tempos de retencdo de uma amostra
contendo acidos graxos insaturados sdo dependentes da massa molar (ou numero
de carbonos na cadeia) e por essa razao esta amostra € “monodimensional”.
Contrariamente, uma mistura de peptideos possui pelo menos duas “dimensodes”,
relacionadas ao tamanho molecular e carga. A dimensionalidade da amostra tem
sido empregada com sucesso para maximizar condi¢gdes de ortogonalidade em
diferentes aplicagbes como, por exemplo, na separagao de estereoisdbmeros de
oligbmeros’? e triacilglicerdis em matrizes lipidicas’.

Apesar de inicialmente considerados pouco ortogonais, sistemas RPLCxRPLC
tém sido empregados com sucesso otimizando-se as condi¢gdes de gradiente de
cada dimensdo®® " . Esse tipo de combinagdo apresenta certas vantagens como a
ampla variedade de substancias que podem ser separadas em modo reverso;
eficiéncia e diversidade de seletividades de fases estacionarias comercialmente
disponiveis® que operam nesse modo cromatografico; compatibilidade entre fases
moveis dentre outras.

A selegdo do gradiente apropriado na segunda dimensao afeta
significantemente a resolucdo e a distribuicdo de picos pela superficie de separagao
(e consequentemente, a ortogonalidade). Gradientes em 2D podem cobrir uma

variacdo completa ou limitada de composi¢ao de fase mével em um curto tempo de
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separagao. Foram classificados por Jandera como Full in Fraction (FIF), Segment in
Fraction (SIF) e Continuously Shifting (CS)’®. Recentemente classificado e discutido
por Schmitz, o modo Shift Gradient tem sido empregado’”.

Gradientes Full in Fraction sado gradientes genéricos com igual e ampla
variagdo da composicao da fase movel, repetidos a cada modulagcdo. Essa
configuragéo oferece picos finos, porém exige uma etapa de recondicionamento da
coluna apés o gradiente, diminuindo a capacidade de picos.

Gradientes do tipo Segment in Fraction utilizam diferentes variagcbes na
composic¢ao da fase mével em segmentos distintos da primeira dimensédo. Em geral,
sdo gradientes menos abrangentes que no modo FIF, porém ainda apresentam
consideravel supressao na largura dos picos e oferecem uma melhor distribuicdo de
picos pela superficie de separagdo. Uma etapa de recondicionamento da coluna é
necessaria, diminuindo a capacidade de picos.

Gradientes do tipo Continuous Shifting utilizam dois gradientes continuos
abrangendo todo o tempo de separagao. Geralmente oferecem picos mais largos,
diminuindo a capacidade de picos, porém permite uma melhor utilizagcdo da janela
de separagao por nado necessitar da etapa de recondicionamento da coluna. Este
tipo de abordagem apresenta maiores desafios na selegdo das parémetros do
gradiente da segunda dimensdo devido a maior probabilidade de wrap-around
(eluicao tardia de compostos fortemente retidos que deveria ser eluidos em
modulagdes anteriores).

O modo de eluicado do tipo Shift Gradient emprega gradientes estreitos na
segunda dimensao, com continuas modificagdes nas condi¢des iniciais e finais de
concentragao de modificador organico. O alargamento de bandas é razoavelmente
suprimido e a mudancga continua no gradiente reduz a probabilidade de wrap-
around. A capacidade de picos na segunda dimensao é geralmente maior quando
comparada aos outros modos de eluigdo’’. A Figura 1 exemplifica os quatro modos

descritos acima.



Figura 2. Formas de gradiente que podem ser empregados em LCxLC: (a) Full in Fraction, (b)
Segment in Fraction, (c) Continuously Shifting, (d) Shift Gradients.
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Fonte:’®, adaptado.

Em suma, maximizar a ortogonalidade é um dos fatores mais importantes na
otimizagcao de métodos LCxLC. Conhecimento prévio das caracteristicas da amostra
pode ajudar na selecdo do par cromatografico, mas isso muitas vezes nao é o
suficiente e nem disponivel. Devido a falta de modelos de predicdo da
ortogonalidade, esta geralmente €& obtida a partir de experimentos prévios e

avaliacao dos cromatogramas, mas ainda assim, esta nao € uma tarefa trivial.

1.2. Fingerprints metabdlicos

Estima-se que plantas produzam cerca de 100 a 200 mil diferentes
metabolitos’® 8. Uma unica planta pode produzir de 5 a 25 mil compostos (5 mil
compostos sdo estimados para Arabidopsis) em um dado instante®. O conjunto de
metabdlitos produzidos e/ou modificados (metaboloma) representa o produto final da
expressao genética e define o fendtipo bioquimico de uma célula, tecido, érgao ou
individuo®.

Abordagens metabolédmicas favorecem a determinagdo de uma vasta gama de
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metabdlitos afim de determinar as condicbes metabdlicas e fornecer subsidios a
fenotipagem e analise diagndstica de plantas®®. Devido & complexidade do
metaboloma, abordagens non-targeted sao geralmente empregadas na analise
fenotipica. Uma abordagem “sem alvo” (non-targeted) pode ser dividida em “perfil
metabdlico”, o qual se refere a andlise de classe de metabdlitos, ou “fingerprint
metabdlico”, que pode ser definido como o conjunto de metabdlitos ou derivados
(identificados ou n&o) que sao detectados por uma técnica analitica especifica®* &

O fingerprint metabdlico reflete a complexa composi¢cédo quimica da amostra e
pode ser obtido através de técnicas cromatograficas, espectroscépicas ou
eletroforéticas®. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é a técnica
analitica mais empregada na andlise de produtos naturais®’. Apesar de suas
limitagdes quando comparada a outras técnicas mais sofisticadas (e de maior custo),
HPLC-DAD apresenta diversas vantagens no monitoramento de mudancgas
metabdlicas. De fato, dependendo do croméforo em questdo, a deteccdo
espectroscopica de absor¢cdes no UV pode ser mais sensivel e precisa do que
métodos baseados na espectrometria de massas®. A eficiéncia de um fingerprint
metabdlico é diretamente relacionada ao nivel da separagdo cromatografica e
distribuicado de niveis de concentragdo dos componentes na planta. Portanto, o
desenvolvimento e otimizagdo de métodos cromatograficos sdo de suma importancia
na obtencgao de fingerprints metabdlicos.

O rapido crescimento da industria de fitoterapicos e a falta de regulamentacgdes
relacionadas a esta area levaram a uma preocupagao crescente em relacdo a
seguranga e eficacia destes produtos pelas agéncias responsaveis. O controle de
qualidade de produtos naturais é extremamente importante uma vez que a eficacia e
qualidade dependem diretamente da concentragcdo dos ingredientes ativos.
Inumeros fatores como clima, condi¢gdes de cultivo, periodo de colheita, secagem,
estocagem, condigdes de extracdo e adulteragbes deliberadas ou coincidentes
podem causar uma grande variagdo na composigdo e consequentemente,
oferecerem risco aos pacientes®.

Através destes trabalhos, a identificagdo e controle de qualidade de produtos
desta natureza podem ser realizados através de técnicas macro e microscopicas,
sendo a ultima realizada principalmente através da identificacdo de marcadores

quimicos.
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Devido a dificuldade em selecionar um unico composto ou efeitos sinérgicos

entre constituintes®® °'

, a Organizagdo Mundial da Saude recomenda o uso de
fingerprints como indicadores de qualidade em produtos naturais®.

Devido a grande complexidade das amostras analisadas (produtos naturais,
fitoterapicos, etc), novos desafios surgiram com a propagagcdo do emprego de
técnicas de fingerprint. diferengas minoritarias entre amostras muito semelhantes
podem ndo ser claramente identificadas, no entanto, podem afetar diretamente os
resultados finais como, por exemplo, a saude do paciente. Situagcdes desta natureza
podem ser contornadas através do uso de métodos matematicos de reconhecimento
de padrdes como Analise de Componentes Principais (PCA) e outros métodos de
analise multivariada que favoregcam a visualizacado de toda a informacao contida nos
fingerprints®® 9% %,

A identificacdo ou classificagdo errbnea de espécies vegetais € somente um
dos desafios que podem ser superados pelo emprego de andlise multivariada de
dados cromatograficos. Outros desafios incluem estabilidade e controle de
qualidade®, desenvolvimento e otimizagdo de condicdes analiticas, predicdo de
atividades  bioldgicas®, correcdo de sinais analiticos, identificacdo de
picos/substancias responsaveis por determinada resposta® °.

Extratos vegetais podem conter milhares de compostos em uma ampla faixa de
polaridade e concentragdo. Mesmo compostos minoritarios podem ser importantes
na classificacdo de amostras bem como na eficacia de fitoterapicos. A cromatografia
combinada a técnicas de detecgao adequadas € uma poderosa ferramenta capaz de
oferecer um perfil caracteristico da amostra. Dependendo do objetivo final,
fingerprints podem ser desenvolvidos baseados em biomarcadores, classes de
compostos ou na amostra como um todo.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) é a técnica analitica mais
popular na andlise de produtos naturais® '°% ' O emprego desta técnica justifica-
se pela facilidade de operagao, automacao, resolucao, seletividade e sensibilidade"
92 Uma das suas principais vantagens é a possibilidade de acoplamento com
diferentes detectores e diversos trabalhos apresentam a aplicagdo destes na
obtencdo de fingerprints vegetais: UV'% % e arranjo de diodos (DAD)*" ' para
compostos com alguma absor¢cdao no UV; deteccdo de espalhamento de luz

(ELSD)'® %" deteccdo por quimioluminescéncia (CL) e deteccdo baseada na
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formacédo de aerossois (CAD) para compostos transparentes no UV; ressonéncia
magnética nuclear (NMR) e espectrometria de massas (MS) em perfis
metaboldmicos®" 19107,

Além disso, HPLC pode ser empregado na quantificagdo simultanea de
diversos componentes em amostras bioldgicas'®. Contrapondo-se as vantagens
supracitadas, a técnica apresenta elevado custo instrumental e geralmente emprega
grandes quantidades de solventes relativamente toxicos.

A Cromatografia Liquida de Ultra-Alta Eficiéncia (UHPLC) vem se
popularizando e mostra-se como uma técnica vantajosa em diversas aplicagoes
como no controle de qualidade de fitoterapicos ou medicamentos e produtos
naturais. Separacdes com resolucdo superior as analises por HPLC sao possiveis
gragas ao emprego de colunas cromatograficas preenchidas com particulas de
diametro inferior a 2 uym, que refletem em um drastico aumento na pressao de
operagao do equipamento. A maior eficiéncia de separagao permite o emprego de
colunas menores e, consequentemente, menores tempos de analise e menor

109 110 para garantir a detecgdo de picos mais estreitos,

consumo de solventes
sistemas UHPLC geralmente requerem o emprego de novas geragdes de
detectores, com menores volumes de cela e maior frequéncia de aquisicdo de dados
quando comparados & HPLC®®.

Avancos recentes no desenvolvimento de fases estacionarias favoreceram
enormemente o aumento da resolugdo cromatografica. Colunas monoliticas
permitiram a execugao de analises mais rapidas pelo emprego de vazdes elevadas,
bem como solventes mais viscosos e o acoplamento de colunas em série afim de

104 1% 112 " Colunas preenchidas com particulas

aumentar a capacidade de picos
superficialmente porosas (fused core) aumentaram significantemente a eficiéncia
cromatografica devido a menor difusdo de bandas comparada a que ocorre em
particulas totalmente porosas®. O desenvolvimento de fases mais resistentes e
termicamente mais estaveis permitiu a realizagdo de separagbes a elevadas
temperaturas (HTLC), favorecendo a redugao da viscosidade (e consequentemente
a pressao) e o emprego de vazdes maiores' ™.

Apesar dos recentes avangos em cromatografia liquida, muitas vezes a
complexidade de determinadas amostras ndao pode ser claramente representada por

separagdes monodimensionais devido a limitagdes relacionadas a seletividade de
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colunas e capacidade de picos. O surgimento da cromatografia bidimensional
abrangente da inicio a uma nova era no desenvolvimento de métodos
cromatograficos, assim como na obtengao de fingerprints cromatograficos.

A rapida evolugao das técnicas cromatograficas e instrumentagéo tornaram néo
s6 o desenvolvimento de métodos como a analise dos dados gerados uma tarefa
mais ardua. Diferengcas sutis podem ser responsaveis, por exemplo, pela
diferenciagcdo entre amostras, no entanto, devido a enorme quantidade de dados
gerados, essas diferengas podem ser ignoradas quando os dados s&o avaliados por

uma simples inspecdo visual, requerendo métodos mais sofisticados de analise® %

103

2 OBJETIVOS

Tendo em vista a importdncia da desreplicacdo na pesquisa de produtos
naturais, este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um método LCxLC
e a implantacdo de um protocolo de analise para a documentacdo quimica de
extratos vegetais e estudos metabolémicos. Para este fim, propde-se o estudo da
técnica e desenvolvimento de ferramentas e estratégias relacionadas ao
desenvolvimento de métodos por cromatografia liquida bidimensional abrangente

(LCxLC) para analise de matrizes complexas.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1. Estratégia experimental

A estratégia experimental constituiu-se das seguintes etapas:

1. Configuracao do sistema bidimensional,

2. Avaliagdo dos parametros relacionados a eficiéncia, seletividade e
estabilizacao do sistema 2D;

3. Coleta e preparo do material vegetal — diferentes espécies com
composi¢ao metabdlica diversa;

4. Obtencao dos perfis cromatograficos monodimensionais das amostras
selecionadas;

5. Estabelecimento de estratégias de desenvolvimento de métodos

bidimensionais baseadas em planejamentos experimentais;
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6. Desenvolvimento e otimizagdo de um método bidimensional para uma
unica espécie vegetal (cana-de-agucar);

7. Aplicagédo da estratégia de desenvolvimento de método para uma mistura
de extratos composta pelos extratos de diferentes espécies vegetais,
buscando-se uma amostra extremamente complexa, capaz de oferecer

diferentes desafios a separagédo cromatografica.

3.2. Reagentes e materiais

A pesagem das amostras foi executada em balanca analitica Mettler Toledo®
modelo AG245, de capacidade maxima de 210 g. Os extratos foram pesados em
balanca analitica Precisa® modelo XR20SSM-DR, de capacidade maxima de 205 g.

As amostras foram trituradas em moinho analitico A11 BASIC (IKA®).

Os solventes utilizados na extragcdo e nas analises cromatograficas foram
acetonitrila (ACN), etanol (EtOH), isopropanol (IPA) e metanol (MeOH) grau HPLC,
marca J.T.Baker® e agua ultrapura, preparada em purificador Milli-Q — Millipore®. As
extracbes foram auxiliadas por equipamento de ultrassom ELMA®, modelo
TANSSONIC 700, de freqliéncia de 35 kHz. Micropipeta Labpette, marca Labnet®,
de volume variavel de 100 a 1000 uL também foi empregada.

Os extratos foram secos em evaporador rotativo Speed Vac, marca Thermo®
equipado com refrigerador Thermo® modelo RVT4104 (Refrigerated Vapor Trap) e
bomba de vacuo.

Derivados de galato de butila e acido protocatecuico, preparados pela
esterificacdo do acido galico®® e acido protocatecuico, previamente isolados,
purificados e identificados no NuBBE foram empregados na avaliacdo do tempo de
recondicionamento das colunas destinadas a 22 dimensao cromatografica. Solugdes
de aproximadamente 0,1 mg/mL foram preparadas em uma mistura agua/metanol
(8:2, viv)

O pré-tratamento dos extratos foi realizado empregando cartuchos SPE
Chromabond® C18ec (3 mL/500 mg) e membranas de filtracdo Chromafil® Xtra RC-
20/25, de poros de 0,20 um.

As analises cromatograficas foram realizadas em cromatdgrafo liquido de ultra-
alta eficiéncia (UHPLC) Ultimate3000, marca Dionex® (Sunnyvale, USA) equipado
com uma bomba ternaria modelo DGP-3600RS (D), uma bomba quaternaria LPG-
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3400M ('D), compartimento termostatizado de coluna TCC-3000RS, detector de
arranjo de diodos modelo DAD-3000(RS), detector de aerossol carregado (Corona
Ultra RS) e amostrador automatico modelo WPS-3000RS. As duas dimensdes
cromatograficas foram conectadas por uma valvula de 10 portas e 2 posigdes
Rheodyne® (Malta, USA) eletronicamente acionada, equipada com dois loops
idénticos de 20 pL. Todo o sistema cromatografico foi otimizado a fim de reduzir o
dwell-volume, empregando tubulagbes mais curtas e de menor didametro interno. Os
mddulos cromatograficos foram controlados pelo soffware Chromeleon versao 6.80.
A frequéncia de aquisicdo de dados foi de 25,0 Hz e as analises foram monitoradas
na faixa de 200 a 400 nm. Os cromatogramas foram extraidos (DAD, 254 nm e/ou
CAD) e os dados foram visualizados em duas e trés dimensdes empregando o
software GC Image®, v.2.4b2 LCxLC (Lincoln, Nebraska).

As separagbes cromatograficas foram realizadas empregando colunas
microbore Ascentis C18 (150 x 1 mm, 3 um) e Ascentis Phenyl (150 x 1 mm, 3 ym),
fornecidas por Supelco (Bellefonte, USA), Gemini (150 x 1 mm, 5 uym) e Synergi
Hydro (150 x 1 mm, 4 um) fornecidas pela Phenomenex (Torrance, USA) e colunas
convencionais Poreshell BonusRP (50 x 4,6 mm, 2,7 um) e Poreshell Phenyl-Hexyl
(50 x 4,6 mm, 2,7 um) fornecidas pela Agilent (Santa Clara, USA), Discovery HSF5
(33 x 4,6 mm, 3 um) fornecida por Supelco, Kinetex PFP (30 x 4,6 mm, 2,6 um),

Kinetex C18 (150 x 4,6 mm, 2,6 um), fornecidas pela Phenomenex (Torrance, USA).

3.3. Métodos cromatograficos

Separagdes monodimensionais preliminares foram realizadas empregando-se
uma coluna Kinetex C18. A fase moével consistiu de (A) agua e (B) metanol,
acidificados com 0,05% de acido férmico, eluidos de acordo com o seguinte
gradiente: 0 min, 5% B; 30 min, 100% B; 40 min, 100% B, a uma vazao de 1 mL/min.
O volume de injecao foi de 4 L.

As separacdes bidimensionais foram realizadas empregando (em 'D) as
colunas microbore Ascentis C18, Ascentis Phenyl, Synergi Hydro e Gemini a uma
vazdo de 10 pL/min. A fase moével consistiu de (A) agua e (B) metanol ou
acetonitrila, ambas acidificadas com 0,05% de acido féormico, eluidas em diferentes
condi¢cdes de gradiente. A valvula de 10 portas e duas posi¢cdes foi usada para

conectar as duas dimensbdes, com tempos de modulagdo variaveis entre os
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experimentos. Em 2D, as separacbes foram realizadas empregando colunas
convencionais Poreshell Bonus RP, Poreshell Phenyl Hexyl, Kinetex PFP e
Discovery HSF5. A fase mével consistiu de (A) agua e (B) metanol ou acetonitrila,
ambas acidificadas com 0,05% de acido formico eluidas em diferentes condi¢cdes de
gradiente e vazbes em cada experimento. As duas colunas foram mantidas a 30°C
durante todas as analises. O volume de injegdo empregado variou de acordo com 0s

experimentos.

3.4. Material vegetal

Folhas de Cryptocaria mandiocana foram coletadas no Parque Estadual
Carlos Botelho em Sao Miguel Arcanjo/SP. O individuo coletado foi identificado pelo
Dr. Pedro L. R. Moraes. Exsicatas foram depositadas no Herbario do Instituto de
Botanica de S&o Paulo (IBSP)''.

Folhas, ramos e raizes de Tocoyena formosa foram coletados em
Araraquara/SP, no més de Outubro de 2012. O material botanico ja havia sido
previamente identificado pela Dra. Inés Cordeiro (Instituto Botanico de Sao Paulo)'".

Folhas, frutos e sementes de Pterogyne nitens foram coletados de dois
individuos em Araraquara/SP, no més de Outubro de 2012. O material botéanico ja
havia sido previamente identificado como sendo Pterogyne nitens (Fabaceae —
Caesalpinoideae) pela Dr®. |. Cordeiro, do Instituto de Botanica, Sdo Paulo/SP. As
exsicatas (SP204319-B e SP204319-C) encontram-se depositadas no herbario
“Maria Eneida P. Kaufmann” do mesmo instituto™'®.

Folhas de Casearia sylvestris foram coletadas de dois individuos em
Araraquara/SP. O material botanico foi identificado pela Dra. Roseli Buzanelli Torres,
do Instituto Agronémico de Campinas. As exsicatas encontram-se depositadas no
herbario deste instituto’"”.

Folhas de Lippia sidoides foram coletadas em 30 de Junho de 2011 no Horto
de Plantas Medicinais do Ceara. A certificagao botanica foi realizada pelo Herbarium
Prisco Bezerra e a exsicata foi depositada sob o nimero de inscricido EAE49108"8,

Folhas e ramos de Lippia salviaefolia foram coletados em 1° de abril de 2006,
na Fazenda Campininha, em Mogi-Guagu/SP. A espécie foi identificada pela Dra.
Inés Cordeiro (Instituto Botanico de Sao Paulo). A exsicata foi depositada no

“Herbario Maria Eneida P. Kaufmann”, do Instituto Botanico de Sdo Paulo, sob a
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inscricao “Lima 90”. Em 02 de abril de 2008, na mesma localidade, foram coletadas
folhas, flores e ramos da mesma espécie, identificada pela Dra. Inés Cordeiro, que
depositou a exsicata sob a inscricao “Nascimento 91”. Ainda, uma terceira coleta foi
realizada em 11 de margo de 2010 e a exsicata preparada foi enviada para Prof°. Dr.
Fatima Salimena (Universidade Federal de Juiz de Fora), que identificou a espécie
como Lippia salviaefolia Cham. e depositou-a no “Herbario Leopoldo Krieger’
(Universidade Federal de Juiz de Fora), sob a inscricdo CESJ 55806'"®.

Folhas de cana-de-agucar (Saccharum spp., cultivar RB3280) foram coletadas
préximas a Usina Zanin, na cidade de Araraquara/SP%.

Folhas, flores e ramos de Cassia spectabilis foram coletados em
Araraquara/SP. O material botanico ja havia sido previamente identificado pela Prof®.
Inés Cordeiro do Instituto de Botanica de Sao Paulo. As exsicatas foram depositadas

no mesmo instituto, sob a inscrigdo SP384109""% 120,

3.5. Preparo das amostras

As amostras foram secas em estufa a 40°C, com circulagdo de ar por 48h,
trituradas em moinho de facas e armazenadas sob refrigeragdo, ao abrigo da luz.

Os extratos foram preparados a partir do material pulverizado e solvente
extrator (1:10, m/v), submetidos a extragcdo acelerada por ultrassom por 15 min
(repetida 3 vezes), utilizando uma mistura hidroalcodlica etanol / agua (8:2, v/v),
exceto para cana-de-agucar, que foi extraida com uma mistura de etanol /
isopropanol / agua (45:25:30, v/v)®. Os extratos foram secos em evaporador rotativo
e armazenados sob refrigeracdo.Uma parte dos extratos foi pesada, solubilizada em
metanol / agua (8:2, v/v) e submetida ao procedimento de clean-up empregando
cartuchos de extragcao em fase sélida (SPE C18), eluidos com 4 mL de metanol,
obtendo-se solugbes finais de 25 ou 50 mg/mL. Os extratos foram filtrados em
membrana de celulose regenerada de poros de 0,20 um e armazenadas em frascos
de 1,5 mL.

Uma mistura dos extratos (nomeada “mix de extratos” — ME) foi preparada a
partir de aliquotas das amostras individuais, obtendo-se uma mistura de extratos
contendo cerca de 25 mg/mL de cada extrato. Essa mistura foi seca e
ressolubilizada em volume conhecido, obtendo-se uma solugdo de concentragao

final de 125 mg/mL (da mistura), solubilizada em metanol / agua (6:4, v/v).
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3.6. Estudos de recondicionamento do sistema (coluna ?D)

Uma mistura de galato de butila e acido protocatecuico (0,1 mg/mL,
agua/metanol, 8:2, v/v) foi eluida diretamente pela bomba 'D em modo isocratico, a
uma vazao de 10 pyL/min. A valvula de 10 portas e 2 posi¢cdes foi acionada a cada
dois minutos, transferindo 20 pL da solugado para a coluna 2D.

A separacdo em 2D foi avaliada empregando as colunas Poreshell Bonus RP,
Poreshell Phenyl Hexyl, Kinetex PFP ou Discovery HSF5 (todas com 4,6 mm de
didmetro interno). A fase movel foi composta pelos solventes (A) agua e (B) metanol
ou acetonitrila, ambos acidificados com 0,05% acido formico. A elui¢ao foi realizada
em modo gradiente, de 5% B a 100% B em 1,3 min, a vazdo de 2,0 mL/min. Os
tempos de recondicionamento das colunas avaliados foram: 0,5 min, 0,4 min, 0,3
min e 0,2 min. Cada condigao foi repetida 3 vezes, como esquematizado na Figura

2.

Figura 3. (a) Gradientes empregados nos testes de tempo de recondicionamento (t.) das colunas D:
0,5 min; 0,4 min; 0,3 min; 0,2 min de t.. (b) em detalhe, etapas de recondicionamento.
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Tabela 1. Gradiente configurado para a determinagéo do tempo de recondicionamento das colunas
avaliadas.

t/min %B tJ/min t/min %B t.J/min t/min %B tJ/min t/min %B t.J/min
0,00 5

0,01 5 6,01 5 12,01 5 18,01 5
1,30 100 7,30 100 13,30 100 19,30 100
1,50 100 7,60 100 13,70 100 19,80 100
1,51 5 0,50 7,61 5 0,40 13,71 5 0,30 19,81 5 0,20
2,01 5 8,01 5 14,01 5 20,01 5
3,30 100 9,30 100 15,30 100 21,30 100
3,50 100 9,60 100 15,70 100 21,80 100
3,51 5 0,50 9,61 5 0,40 15,71 5 0,30 21,81 5 0,20
4,01 5 10,01 5 16,01 5 22,01 5
5,30 100 11,30 100 17,30 100 23,30 100
550 100 11,60 100 17,70 100 23,80 100
5,51 5 0,50 11,61 5 0,40 17,71 5 0,30 23,81 5 0,20
6,01 5 12,01 5 18,01 5 24,01 5

3.7. Desenvolvimento do método cromatografico
3.7.1 Selegdo do par cromatografico (FE/FM, 'D,?D)

Trés colunas microbore e duas colunas convencionais foram previamente
selecionadas a partir de um mapa de seletividade disponibilizado pela empresa
Waters'?"; metanol e acetonitrila foram selecionados como fases mdveis a serem
avaliadas em ambas as dimensdes cromatograficas por serem solventes de grupos

de seletividade distintos'" "%

, gerando um total de 24 combinagdes experimentais.
Os experimentos foram conduzidos empregando condi¢cbes abrangentes de eluigéo.
As separagbes 'D foram realizadas empregando as colunas Ascentis C18,
Ascentis Phenyl e Synergi Hydro (1 mm d.i.). A fase movel consistiu de (A) agua e
(B) metanol ou (C) acetonitrila, ambas acidificadas com 0,05% &cido férmico, eluida
de acordo com o seguinte gradiente: 0 min, 10% B/C, 100min, 100% B/C, 120min,
100% B/C a uma vazao de vazéao de 10 yL/min. A véalvula de 10 portas e 2 posi¢oes
foi eletronicamente acionada a cada 2 min, transferindo fragdes de 20 pL de 'D para
’D (tempo de modulagao: 2,0 min).
As separagdes °D foram realizadas empregando as colunas Poreshell Phenyl
Hexyl ou Kinetex PFP (4,6 mm d.i.). A fase mdvel consistiu de (A) agua e (B)
metanol ou (C) acetonitrila, ambas acidificadas com 0,05% acido férmico, sendo a

eluicdo realizada no modo gradiente: 0-0,1 min, 5% B/C, 0,1-1,3 min, 5-100%
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B/C, 1,3-1,5 min, 100% B/C, 1,5-1,51 min, 100-5% B/C, 1,51-2,0 min, 5% B/C,
utilizando uma vazédo de 3,0 mL/min (“B/C” indica o modificador organico
empregado, dependendo da condigdo experimental testada).

As colunas das duas dimensdes foram mantidas a temperatura constante de
30°C.

A amostra empregada foi um extrato de folhas de cana-de-agucar na
concentragdo de 60 mg/mL solubilizada em uma mistura hidroalcodlica agua /
metanol (6:4, v/v). O volume de injecdo empregado foi de 5 pL.

Todas as combinagbes entre colunas e modificadores organicos foram
testadas, totalizando 24 experimentos (3 possiveis colunas em 1D; 2 possiveis
colunas em 2D, 2 modificadores organicos a serem testados em 2 dimensdes - Total
= 3('D)*2(®*D)*2(M.0.)*2(D) = 24 experimentos).

Tabela 2. Colunas e solventes avaliados na etapa de selegédo do par cromatografico.

Coluna Modificador Orgéanico
D ‘D D ‘D
C18 PFP MeOH MeOH
Hydro Phenyl ACN ACN
Phenyl
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Tabela 3. Combinagdes experimentais avaliadas na etapa de selegéo do par cromatografico.

# Exp. 1DColuna2D :\:I)od. Orz?). Aocupace (%)
1 C18 PFP MeOH MeOH 26
2 C18 PFP MeOH ACN 14
3 C18 PFP ACN MeOH 24
4 C18 PFP ACN ACN 17
5 Hydro PFP MeOH MeOH 21
6 Hydro PFP MeOH ACN 20
7  Hydro PFP ACN MeOH 30

Hydro PFP ACN ACN 17

C18 Phenyl MeOH MeOH 19
10  C18 Phenyl MeOH ACN 17
11  C18 Phenyl ACN MeOH 18
12*  C18 Phenyl ACN ACN 10
13 Hydro Phenyl MeOH MeOH 17
14  Hydro Phenyl MeOH ACN 18
15  Hydro Phenyl ACN MeOH 22
16  Hydro Phenyl ACN ACN 13
17  Phenyl PFP MeOH MeOH 23
18 Phenyl PFP MeOH ACN 21
19 Phenyl PFP ACN MeOH 20
20 Phenyl PFP ACN ACN 14
21 Phenyl Phenyl MeOH MeOH 11
22 Phenyl Phenyl MeOH ACN 14
23 Phenyl Phenyl ACN MeOH 13
24  Phenyl Phenyl ACN ACN 12

Os cromatogramas bidimensionais obtidos foram avaliados considerando-se a
fracdo da area de separacao 2D ocupada, de acordo com o método proposto por

Gilar e colaboradores’® 122

, adaptado. Este método consiste na normalizagdo dos dados
adquiridos, de acordo com o primeiro e ultimo componentes eluidos nas duas dimensdes
(Equacgao 4), fazendo com que os valores de tempos de retencgao fiquem entre 0 e 1. Estes
valores sao entdo representados graficamente em uma superficie de separacao
virtual, dividido em espacgos quadriculados de mesma area. O valor de ocupacao da
superficie é obtido pela area acumulada de todos os quadrados ocupados por pelo
menos um componente, dividido pelo espago total disponivel (Equacao 5). O

procedimento descrito &€ exemplificado graficamente na Figura 4.
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ti—twin Equacao 4

t:’,norm - (tmax _tmin)
oo Dins.., Equacgao 5
Yhins x Xbin.\'

Figura 4. Procedimento para obtengdo do valor de ocupagédo da superficie bidimensional (a)
obteng&o do cromatograma bruto; (b) conversdo em cromatograma bidimensional (usando o software
LCImage); (c) detecgédo automatica dos picos pelo software; (d) dados exportados no formato de uma
tabela de picos com tempos de retengdo em 'D e °D; (e) normalizagédo dos dados e geragdo de um
cromatograma 2D “virtual” empregando a planilha desenvolvida por Gilar e colaboradores’ .
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4.2.2 Selegao das variaveis relevantes na otimizagao — Planejamento
Fatorial Fracionario
Um planejamento do tipo Fatorial Fracionario foi empregado para selegao de
variaveis relevantes para a otimizagao cromatografica. O par cromatografico (FE/FM,
'D,’D) selecionado anteriormente foi utilizado na otimizagcdo das separagdes
bidimensionais subsequentes. Seis fatores foram avaliados em dois niveis cada
(Tabela 4).
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Tabela 4. Fatores e niveis avaliados na etapa de selegéo de variaveis.

Fatores Unidades - + 0
X1 . Tempo de analise 'D? min 90 120 105
X2. Modulaggo ( = tempo de analise em D) min 1 2 1.5
X3. Volume de injecéo pL 5 10 7,5
X4. Vazéo em °D° mL/min 3 4 3.5
X5. Concentracao de acido na fase moével % 0,025 0,075 0,05
X6. Concentragao final de B em 'D % 80 100 90

a) %Binicial foi fixada em 10%.

b) A vazao em 'D foi fixada em 10 uL/min a fim de garantir analises de até 2 min em D.

c) A vazdo maxima foi selecionada considerando-se o limite de pressdo de operagédo das colunas
(600 bar, especificado pelo fabricante).

Durante esta etapa, o numero de picos e a fracdo de recobrimento da
superficie bidimensional foram usados como resposta. Foram considerados picos,
aqueles automaticamente detectados pelo software LC Image usando os parametros
de detecgédo (area minima e volume minimo) tais quais onde nenhum pico fosse
detectado em uma analise sob as mesmas condi¢des, sem a injecdo da amostra
(“branco”). A fragdo de recobrimento da superficie foi obtida como descrito
anteriormente no item “Sele¢do do par cromatografico”.

O sistema bidimensional foi limpo e recondicionado automaticamente apds
cada analise, empregando em 'D: 0 min, 100% B/C (10 pL/min); 2 min, 100% B/C
(100 pL/min); 10 min, 100% B/C (100 pL/min); 12 min, 10% B/C (100 pL/min); 30
min, 10% B/C (100 pL/min); 32 min, 10% B/C (10 yL/min). “B/C” indica o modificador
organico empregado (B, MeOH ou C, ACN), dependendo da condi¢cao experimental
testada (Tabela 5, Figura 5).

Tabela 5. Condicao de limpeza e recondicionamento de 'D.

Tempo (min) % M.O. (B ou C) Vazao (uL/min)
0 100 10
2,0 100 100
10,0 100 100
12,0 10 100
30,0 10 100
32,0 10 10
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Figura 5. Método de limpeza e recondicionamento em 'D, empregado entre as analises.
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Fonte: software Chromeleon CDS, v. 6.8.

Em 2D, a limpeza foi feita empregando-se um gradiente abrangente de 5%
B/C a 100% B/C, repetido 5 vezes: 5% B/C em 0,1 min; 5-100% B/C em 1,2 min;
100% B/C em 0,2 min; 100-5% B/C em 0,01 min; 5% B/C em 0,49 min, com vazéo
de 1 mL/min e modulacédo a cada 2 min, durante 10 min. Apds esse tempo, a vazao
foi reduzida a 0,1 mL/min até 28 min, quando retornava lentamente até a vazao

empregada na analise (3 mL/min) (Tabela 6, Figura 6).

Tabela 6. Condigao de limpeza e recondicionamento de .

Tempo (min) % M.O. (B ou C) Vazao (mL/min)
0 5
0,1 5
1,3 100
1,5 100 1
1,51 5
2,0 5
Repetido 5 vezes; modulacao de 2 min.
11 5
28 5 01
30 5 3,0

Figura 6. Método de limpeza e recondicionamento em ’D, empregado entre as analises.
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Fonte: software Chromeleon CDS, v. 6.8.
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3.7.3 Otimizagao (Planejamento Composto Central)

Apos a identificacdo das variaveis relevantes, um planejamento composto
central (CCD) foi empregado na otimizagdo das condi¢des cromatograficas (Tabela
7). As variaveis que se mostraram estatisticamente irrelevantes na etapa anterior

foram fixadas.

Tabela 6. Fatores e niveis empregados no planejamento composto central.

Fatores Unidades Niveis
-1,5 -1 0 1 1,5
X;. Tempo de analise 'D® min 90 95 105 115 120
X. Modulagdo (tempo de analise em D) min 1 12 15 18 2
X3. Volume de injecéo pL 5 58 75 92 10
X,. Vazao em °D (mL/min)® mL/min 3 32 35 38 4

a) %Binicial foi fixada em 10%.

b) A vazdo em D foi fixada em 10 uL/min a fim de garantir analises de até 2 min em 2D.

c) A vazdo maxima foi selecionada considerando-se o limite de pressdo de operacdo das
colunas (600 bar, especificado pelo fabricante).

Durante o processo de otimizagao, as respostas avaliadas foram o numero de
picos e a fragao do recobrimento da superficie.

3.7.4 Otimizacgio do gradiente em 2D

Apos a selecdo do par cromatografico e das condicbes experimentais que
forneciam a melhor separagéo bidimensional em condi¢cdes genéricas de eluicdo em
gradiente, foram avaliadas estratégias de otimizagdo do recobrimento da superficie

bidimensional empregando diferentes condi¢cdes de gradientes em ?D (SIF, SG).

Figura 7. Cromatograma bidimensional obtido com as condi¢des otimizadas e modo de eluic&o Full in
Fraction em 2D. Em destaque, a area efetivamente ocupada pelos picos. Amostra: extrato de folhas
de cana-de-acgucar; detecgédo no UV a 254 nm.
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Segmentacgao (Segment in Fraction)

Os valores iniciais e finais de M.O. em 2D nesta etapa foram selecionados a
partir da analise do plot bidimensional otimizado nas etapas anteriores.

A otimizacdo das condicdes em 2D (condigédo inicial e final do gradiente) em
cada segmento é feita, geralmente, empiricamente 2. Neste trabalho, apresentamos
uma proposta de otimizacdo da janela de separagdo a partir de experimentos
monodimensionais.

A otimizacdo das condicdes em 2P (condigao inicial e final do gradiente) em
cada segmento €& feita, geralmente, empiricamente132. Neste trabalho,
apresentamos uma proposta de otimizagdo da janela de separagdo a partir de

experimentos monodimensionais.

A partir deste cromatograma, € possivel avaliar a faixa de concentragéo de
M.O. na qual os compostos sdo eluidos na segunda dimensdo, permitindo um
melhor aproveitamento da janela de separagéo através do uso de gradientes menos

abrangentes que no modo genérico Full in Fraction.

Figura 8. Proposta de segmentagdo (2 segmentos) a partir da visualizagdo do cromatograma
bidimensional.
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Por se tratar de uma amostra muito complexa com picos distribuidos por toda a
extensdo de 'D, a maior dificuldade estd em selecionar os intervalos de tempo de
cada segmento.

A otimizagdo das condigées em 2D (condicdo inicial e final do gradiente) em
cada segmento é feita, geralmente, empiricamente 2. Neste trabalho, apresentamos
uma proposta de otimizacdo da janela de separagdo a partir de experimentos

monodimensionais.

Proposta de otimizagao da janela de separagcao a partir de experimentos
monodimensionais

Uma mistura de sete derivados esterificados do acido protocatecuico
(protocatecuato de etila, propila, butila, pentila, hexila, tetradecila e dodecila, 0,1
mg/mL cada) foi empregada para testes de otimizagado da janela de separacdo. A
mistura foi submetida a uma separacgao preliminar, empregando uma coluna Kinetex
PFP (4,6 mm x 30 mm, 2,6 uym), fase mével (A) agua e (C) acetonitrila, acidificadas
com 0,05% acido férmico, eluidas em um gradiente linear 5-100% C (10 min),
permanecendo em modo isocratico (5 min), retornando a condigado inicial e
permanecendo em modo isocratico (5 min), utilizando uma vazao de 2,0 mL/min. O
volume de injecdo empregado foi de 5 pL. A otimizacado da separagao foi realizada a
partir dos tempos de retengdo dos picos menos e mais retidos (protocatecuato de

etila e dodecila, respectivamente).

Gradientes deslocados (Shift Gradients)

O emprego de gradientes deslocados tem se mostrado bastante interessante,
especialmente quando dois modos cromatograficos semelhantes sdo empregados
em 'D e ?D.

Os valores iniciais e finais de M.O. em 2D nesta etapa foram selecionados a
partir da analise do plot bidimensional obtido da condigdo otimizada anteriormente,

empregando o modo Full in Fraction.

3.8. Estudo da repetibilidade do método
A proposta de validacao do método cromatografico desenvolvido baseou-se

no estudo da repetibilidade além de analises de precisdo do equipamento e de
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brancos de amostra.
O desvio padrdo relativo (RSD) do numero de picos observados no
cromatograma bidimensional e da fragdo de recobrimento da superficie foi usado

para avaliar a qualidade do método proposto.

3.9. Aplicacao da proposta de otimizagao a diferentes amostras

As etapas de otimizacdo foram aplicadas a uma amostra de maior
complexidade, preparada através da mistura de partes iguais de diferentes extratos
vegetais (“mix de extratos” — ME), como descritos anteriormente (item Preparo das

amostras), a fim de avaliar a aplicabilidade da proposta.
4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Selecao das amostras vegetais e preparo das amostras

A selegcdo das espécies vegetais buscou contemplar uma variedade de
classes de metabdlitos micromoleculares, visando uma grande diversidade estrutural
e desafios a serem superados nas separagdes cromatograficas. Dentre eles, podem-
se destacar os flavonoides, alcaldides e estirilpironas em Cryptocaria mandiocana'?;
iridéides glicosilados, nao glicosilados e saponinas triterpénicas em Tocoyena

115; 125

formosa , derivados fendlicos e alcaldides guanidinicos encontrados em

Pterogyne nitens''® '?°; diterpenos clerodanicos descritos em Casearia sylvestris'?’,

diversos derivados fendlicos encontrados em plantas do género Lippia (sidoides e

8

salviaefolia)''®; flavondides O e C-glicosilados em cana-de-agucar'?® e alcaldides

19120 Algumas espécies tiveram diferentes

piperidinicos em Cassia spectabilis
partes coletadas (raizes, ramos, folhas e sementes). Todas as amostras analisadas

e respectivos rendimentos de extracdo sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Espécies vegetais selecionadas e respectivos valores de rendimento de extragao
empregando as condi¢des descritas em 3.5 Preparo das amostras.

Rend. de Recup. apos

Espécie Orgao Extracdo (%) clean-up (%)* Conc. final.
Cana (RB3280) Folhas 10 87 25mg/mL
Casearia silvestris Folhas 19 76 50 mg/mL
Cassia spectabilis Folhas 25 82 25mg/mL
Cassia spectabilis Flores 27 90 50 mg/mL
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Cryptocaria mandiocanna Folhas 22 61 25mg/mL

Lippia sidoides Folhas 30 76 50 mg/mL
Pterogyne nitens Folhas 26 93 25mg/mL
Pterogyne nitens Sementes 14 90 50 mg/mL
Tocoyena formosa Raizes 10 94 25mg/mL
Tocoyena formosa Folhas 20 93 25mg/mL

*Razao entre a massa obtida apds clean-up e a massa de extrato bruto obtido inicialmente.

A Figura 9 apresenta os cromatogramas monodimensionais das amostras.

Figura 9. Cromatogramas monodimensionais das amostras vegetais selecionadas (coluna Kinetex
C18, 150 x 4,6 mm, 2,6 ym; fase mével (A) agua e (B) metanol, acidificados com 0,05% de acido
férmico; gradiente: 0 min, 5% B; 30 min, 100% B; 40 min, 100% B; vazao: 1 mL/min; detecgdo CAD e
UV a 254 nm, respectivamente).
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Mistura de extratos (ME)

Os cromatogramas apresentados mostram claramente a complexidade dos
extratos selecionados. Existem picos distribuidos por diferentes faixas dos
cromatogramas, indicando uma composi¢cdo metabdlica de ampla faixa de
polaridade, em diferentes concentragdes.

O uso dos dois detectores em série permitiu a detecgdo simultanea de
substancias contendo grupos cromoféricos no UV, além de substancias
transparentes a esta faixa de radiacdo. Além disso, o uso do CAD permitiu uma
quantificacao relativa (com restricoes, devido a diferenca de volatilidade do solvente
que compde a fase movel), visto que a resposta do detector & diretamente
proporcional a concentragao dos analitos na amostra.

Em alguns cromatogramas é possivel observar a ocorréncia de picos
alargados (principalmente nos extratos de Pterogyne nitens e Cassia spectabilis).
Estes picos sao, provavelmente, referentes a alcaldides guanidinicos ja descritos em

P. nitens''® 126 129, 120

e alcaldides piperidinicos, ja descritos para C. spectabilis
Esses metabdlitos possuem carater basico e sdo fortemente adsorvidos nas fases
estacionarias empregadas. A ocorréncia deste alargamento sugere a necessidade
de um segundo modificador na fase movel (além do acido férmico), como por
exemplo modificadores aminicos, capazes de “mascarar” compostos de carater
acido presentes na fase estacionaria, evitando a forte adsor¢do de compostos
basicos.

A complexidade da mistura de extratos € claramente observada em seu

cromatograma, que apresenta picos distribuidos desde o volume morto até a 34



condi¢do final do gradiente (100% B). Este fato é melhor observado quando o
detector de aerossol carregado é empregado, indicando a presenga de compostos
com pouca ou sem absor¢cdo no UV, principalmente em regides mais apolares do

cromatograma.

4.2. Estudos de recondicionamento do sistema (coluna ?D)

Em casos onde se emprega modos de eluicdo em gradiente em ’D, a etapa
de recondicionamento da coluna € de fundamental importancia para garantir a
repetibilidade dos tempos de retencédo nas diferentes modulacdes. Considerando-se
isso e o fato de que as analises sdo geralmente muito rapidas (1 ou 2 minutos), o
objetivo destes testes foi determinar o volume minimo de FM que deveria ser eluido
através da coluna para garantir o recondicionamento ideal, permitindo o emprego de
maior parte do tempo da analise na separagcéo em si.

Neste teste, o sistema foi configurado a fim de mimetizar um sistema
cromatografico bidimensional onde a solugdo de padrdes eluiu diretamente para a
coluna em 2D, impulsionada pela bomba 'D. Essa solugdo preenchia o loop de
amostra acoplado a valvula de 10 portas e 2 posicbes que por sua vez era
eletronicamente acionada a cada 2 minutos, fazendo com que a amostra fosse
eluida para a coluna em 2D pelo fluxo de solvente da bomba 2D. A partir dos
cromatogramas obtidos foi possivel verificar o tempo / volume minimo de
recondicionamento da coluna através da repetibilidade do tempo de retengao dos
compostos. Foi possivel avaliar ainda, se os tempos / volumes de
recondicionamento variavam de acordo com o solvente empregado.

A Figura 10 exemplifica os dados obtidos. Observa-se que os tempos de
retengdo na °D se mantém constantes até a 72 modulagao, referente a uma analise
empregando 0,4 min de recondicionamento. Além disso, € possivel observar nas
duas ultimas modulagdes (andlises com 0,2 min de recondicionamento) que a
separagao €& completamente comprometida e os dois compostos sdo eluidos
praticamente juntos no volume morto da coluna. A Tabela 8 reune os resultados

para as diferentes colunas avaliadas.

35



Figura 10. Cromatograma obtido utilizando a configuragdo adotada nos testes de tempo de
recondicionamento (t;) da coluna Discovery HSF5 (4,6 mm x 33 mm, 3 um), com MeOH (cores
separando os diferentes tempos de equilibrio, sendo, da esquerda para a direita, de 0,5; 0,4; 0,3 e 0,2
min).
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Tabela 8. Valores minimos ideais de volume de recondicionamento obtidos para diferentes colunas
destinadas a “D.

Coluna (°D) Vimorto (ML) Vrecona (ML)

ACN MeOH
Poroshell 120 Phenyl-Hexyl 4,6x50 mm, 2,7 um 0,5 1,0 0,8
Poroshell 120 Bonus RP 4,6x50 mm, 2,7 um 0,5 0,8 0,8
Discovery HS F5 4,6x33 mm, 3 um 0,4 1,0 0,8
Kinetex PFP 4,6x30 mm, 2,6 um 0,3 1,0 0,8

Os resultados obtidos corroboram com dados da literatura que afirmam a
necessidade de cerca de 2V, para o completo recondicionamento da coluna: um
volume de coluna para remover o solvente mais forte (MeOH ou ACN) do sistema e
outro volume de coluna necessario para o reequilibrio efetivo da coluna, garantindo

a repetibilidade dos tempos de retengdo nas modulagdes subsequentes'.

4.3. Transformacdo e visualizagao dos dados
Dentre as dificuldades relacionadas ao desenvolvimento de métodos em
LCxLC esta a limitada oferta de softwares comerciais para transformacao e analise

de dados bidimensionais. 36



Dados bidimensionais brutos sdo semelhantes a cromatogramas
monodimensionais, porém, repetidos em intervalos de tempo que correspondem as
modulag¢des e consequentemente, as separagdes realizadas na segunda dimenséo.
O tempo de modulagédo é um parametro cromatografico dependente das condigbes
em 'D e °D e a frequéncia de aquisicdo de dados &€ um parametro eletronico
relacionado diretamente a resolugéo digital do detector, selecionado pelo analista,
geralmente estabelecido de acordo com a largura média dos picos.

Dados cromatograficos podem ser exportados no formato ASCIlI (American
Standard Code for Information Interchange) e desta forma um cromatograma pode
ser apresentado na forma de uma matriz de dados Xa,i, composta por m linhas e n
colunas onde a primeira coluna representa o tempo de aquisicdo de dados
(dependente de frequéncia de aquisigdo do detector) e as colunas consecutivas
representam a intensidade da resposta do detector.

Cada x linhas (dependente da frequéncia de aquisicdo de dados) representa
um cromatograma da segunda dimensdo. A fungdo basica dos softwares de
conversdao de dados é transpor linhas em novas colunas, gerando uma nova
dimensao, convertendo a matriz inicial em um vetor de dados. Isso pode ser feito
manualmente, convertendo as linhas referentes a cada cromatograma da segunda
dimensao em uma nova coluna, porém esta tarefa é bastante tediosa.

Os cromatogramas brutos obtidos preliminarmente neste trabalho foram
convertidos em cromatogramas bidimensionais empregando um algoritmo home
made (Microsoft Excel®) e entdo representados como gréaficos bi ou tridimensionais
em software estatisticos (Origin®, Statistica®, Matlab®).

A funcdo do algoritmo € unicamente converter as linhas referentes a cada
cromatograma em 2D em uma nova coluna, o que poderia ser feito manualmente
através das fungdes Recortar/Colar. A planilha de dados reorganizados € entao
utilizada para obter um grafico tridimensional.

Dentre as vantagens deste procedimento estdo o baixo custo, por se tratarem
de softwares comumente empregados, e a possibilidade de representacdo de dados
cromatograficos bidimensionais obtidos em modo offline, que nao é suportada por
nenhum software comercial atualmente disponivel.

O procedimento descrito € uma alternativa quando softwares comercias nao

estdo disponiveis. Devido a enorme quantidade de dados gerados e numero de
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cromatogramas a serem convertidos, todas as analises descritas a seguir foram

analisadas empregado o software LC Image.

Figura 11. Comparacgao entre os plots bidimensionais obtidos empregando (a) software comercial LC
Image e (b) conversdo home-made (Excel / Statistica).
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4.4. Desenvolvimento do método cromatografico

421 Selegao do par cromatografico (para cana-de-agucar)

Nado ha na literatura nenhuma proposta de avaliagcdo da ortogonalidade de
sistemas cromatograficos bidimensionais considerando-os como sistemas unicos e
empregando amostras reais. Por este motivo, propds-se o emprego da amostra e a
avaliacao dos sistemas cromatograficos (FE/FM) concomitantemente, uma vez que
um fator mais importante que a correlagéo entre as colunas € a fragao do espacgo 2D
ocupado por picos.

Os resultados sao apresentados na Tabela 9 e Figura 12.
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Tabela 9. Combinagbes experimentais empregadas na etapa de selecdo dos sistemas
cromatograficos e respectivas areas relativas ocupadas (amostra: extrato de folhas de cana-de-
acgucar).

- O Accunss (0
1 C18 PFP MeOH MeOH 26
2 C18 PFP MeOH ACN 14
3 C18 PFP ACN MeOH 24
4 C18 PFP ACN ACN 17
5 Hydro PFP MeOH MeOH 21
6 Hydro PFP MeOH ACN 20
7*  Hydro PFP ACN MeOH 30

Hydro PFP ACN ACN 17
C18 Phenyl MeOH MeOH 19
10  C18 Phenyl MeOH ACN 17
11  C18 Phenyl ACN MeOH 18

12*  C18 Phenyl ACN ACN 10
13  Hydro Phenyl MeOH MeOH 17
14  Hydro Phenyl MeOH ACN 18
15  Hydro Phenyl ACN MeOH 22
16  Hydro Phenyl ACN ACN 13
17  Phenyl PFP MeOH MeOH 23
18 Phenyl PFP MeOH ACN 21
19 Phenyl PFP ACN MeOH 20
20 Phenyl PFP ACN ACN 14
21 Phenyl Phenyl MeOH MeOH 11
22  Phenyl Phenyl MeOH ACN 14
23 Phenyl Phenyl ACN MeOH 13
24  Phenyl Phenyl ACN ACN 12

*Por razodes praticas, os nomes das colunas foram codificados. A descricdo detalhada das mesmas é
apresentada em Materiais e Métodos, Reagentes e Materiais.
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Figura 12. Ocupacao relativa do espago de separagdo das 24 combinagdes experimentais avaliadas
(em azul, intervalo entre a média + desvio padréo) para o extrato de folhas de cana-de-agucar.
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# Experimento

Como esperado, os valores de ocupacgado da superficie sdo pequenos devido
ao emprego de mecanismos de separagao muito semelhantes nas duas dimensoes
e ao uso de condi¢des de eluicdo nao otimizadas. Este fato € ainda mais notavel
quando o mesmo solvente é empregado nas duas dimensdes, oferecendo
praticamente nenhuma diferenca de seletividade. Por exemplo, quando a coluna
Phenyl é empregada em 'D, combinada com a coluna Phenyl-Hexyl em 2D, um
sistema pouco ortogonal € observado, principalmente nos experimentos onde o
mesmo solvente foi empregado em 'D e D (#21 e #24), no entanto, quando os
solventes sao diferentes, o valor de ocupacgao da superficie € maior (#22 e #23).

E importante ressaltar que apesar da selegdo prévia das colunas ter sido feita
através do catdlogo de seletividade da Waters®?' buscando-se colunas de
seletividade distintas, todas elas sdo muito similares e ndo oferecem diferencas
significativas nos perfis de separacdo da amostra analisada, porque a classificagao é
feita em relagdo ao comportamento cromatografico da coluna frente a compostos
com caracteristicas muito especificas (seletividade em relacdo a amitriptilina e
acenaftaleno e hidrofobicidade em relagédo a acenaftaleno).

Apesar dos baixos valores de ocupacao da superficie, as diferencas entre os
experimentos sao claras. A Figura 13 apresenta os cromatogramas com a menor e
maior distribuicdo de picos, respectivamente experimentos #7 e #12). As linhas
horizontais observadas préximas a 0,1 min e 1,7 min no eixo y (tempo de separacgao

em 2D) s3o referentes a oscilagdo da linha de base devido @ modulacéo.
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Figura 13. Cromatogramas bidimensionais das condigdes 7 e 12; (a)'D C18/ACN, °D Phenyl/ACN; (b)
'D Hydro/ACN, *D PFP/MeOH. Condigdes cromatograficas: 'D: 0 min, 10% B/C, 100min, 100% B/C,
120min, 100% B/C a uma vazao de 10 uL/min. *D: 0-0,1 min, 5% B/C, 0,1-1,3 min, 5-100% B/C, 1,3-
1,5 min, 100% B/C, 1,5-1,51 min, 100-5% B/C, 1,51-2,0 min, 5% B/C, vazdo de 3,0 mL/min.
Modulagées de 2,0 min. Detecgdo: UV a 254 nm.
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4.2.2 Selegdao das variaveis relevantes na otimizagdao - Planejamento

Fatorial Fracionario (2"

Planejamentos do tipo “fatorial fracionario” consistem em uma fragao
estatisticamente selecionada dos experimentos de um planejamento fatorial
completo™?.

Eles sao uteis na identificagdo de variaveis relevantes ou irrelevantes
empregando um numero reduzido de experimentos quando comparado a um
planejamento fatorial completo.

Seis fatores foram avaliados empregando-se um planejamento fatorial

fracionario em dois niveis (2°?), a partir de 16 experimentos. Durante esta
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triagem inicial, o numero de picos obtidos nos cromatogramas bidimensionais a 254
nm e a fracdo de recobrimento da superficie foram usados como respostas.

Os fatores avaliados foram selecionados a fim de contemplar diferentes
descritores de qualidade®': tempo de andlise, resolucdo e limite de detecgdo. A
variavel X; (tempo de analise em 'D tem influéncia direta no descritor tempo, além
de influenciar indiretamente na seletividade, uma vez que mudangas no tempo de
gradiente podem afetar a seletividade™' e, consequentemente, a resolugdo. A
variavel X, (tempo de modulagédo) relaciona-se diretamente com a resolugéo
enquanto que X3 (volume de injegdo) influi diretamente nos limites de detecg¢do. Xy
(vazdo em “D) pode influenciar a resolugdo e os limites de deteccdo, uma vez que
vazdes maiores favorecem a diluicdo da fragdo eluida em 'D e submetida a
separacdo em “D. As varidveis X5 e Xs (concentracdo de &cido na fase movel e
concentracdo final de modificador organico em 'D, respectivamente) foram
consideradas por oferecerem influéncias na seletividade e resolugao.

No intervalo avaliado, X7, X2, X3 e X2X4 (Tabela 4) (tempo de analise em "D,
tempo de modulagado, volume de injegao e a interagao entre tempo de modulagao e
vazao, respectivamente) mostraram-se estatisticamente significantes em um
intervalo de 95% de confianca, apresentando um R’ de 0,88 e variancia explicada de
88%, considerando-se somente o numero de picos como resposta. Quando a
superficie de recobrimento é considerada, as variaveis Xz e X2Xs geram um R? de
0,91, ou seja, somente esses dois coeficientes sdo responsaveis por 91% da

variancia explicada dos resultados.

4.2.3 Otimizagao (Planejamento Composto Central)

Apos a determinagao das variaveis relevantes na otimizagdo cromatografica,
um planejamento composto central (CCD) foi aplicado (Tabela 5). O CCD é uma
alternativa muito utilizada na literatura devido a caracteristica de englobar cinco
niveis para cada variavel mantendo um nUmero razoavel de experimentos™’. As
variaveis que se mostraram irrelevantes na etapa anterior foram fixadas: X5
(concentragcdo de acido férmico na fase moével) e Xs (concentragao final de
modificador organico no gradiente em 'D) em 0,025% e 100% respectivamente.

Durante esta etapa de otimizagdo, o numero de picos observados nos

cromatogramas a 254 nm e CAD e a fracdo do recobrimento de cada um
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foram empregados como respostas.

A partir dos experimentos realizados foi possivel obter diferentes modelos
matematicos para as diferentes respostas e detectores empregados, que permitiu
identificar os valores 6timos das variaveis independentes a fim de obter a melhor
resposta.

Os valores otimos preditos mostraram-se fora do dominio experimental
avaliado, indicando uma tendéncia de crescimento das respostas quando os valores
das variaveis se distanciavam do ponto central. Novas condi¢cdes foram testadas e
os valores 6timos para as variaveis estudadas, nos niveis avaliados, foram: a)
considerando-se o detector de aerossol carregado (CAD), X7, X2 e X5 em seus niveis
mais altos e Xy em seu nivel mais baixo, isto €, 120 min, 2 min, 10 pyL e 3 mL/min
respectivamente; b) considerando-se o detector de arranjo de diodos (DAD), X, e X4
em seus niveis mais altos e X; € X3 em niveis altos ou baixos, desde que ambos
estivessem em mesmos niveis (ambos em niveis altos ou ambos em niveis baixos),
isto &, X, e Xy iguais a 2 min e 4 mL/min respectivamente e X; e X3 iguais a 120 min
e 10 uL ou 90 min e 5 uL, respectivamente.

O modelo matematico obtido apresenta baixos valores de R’ e falta de ajuste
que, porém, se justificam pela complexidade do sistema em questao, no entanto, os

valores 6timos obtidos sdo muito proximos daqueles obtidos empiricamente.

4.2.4 Otimizacio do gradiente em ?D

Segmentacgao (Segment in Fraction)

Diversos trabalhos discutem o uso de modos de eluicdo diferenciados na
segunda dimensdo cromatografica buscando um melhor aproveitamento da

7699132 3 yso de diferentes gradientes em diferentes

superficie de separagao
segmentos da primeira dimensdo se mostra como uma alternativa interessante para
o aumento da capacidade de picos em ?D’® e da ortogonalidade, especialmente
quando dois sistemas pouco ortogonais sdo empregados (RP-LCxRP-LC). Nestes
casos, compostos de elevada hidrofilicidade e pouco retidos na 'D também o serdo
na ’D. O mesmo acontece com compostos hidrofébicos com grande retencéo em 'D
e também em 2D. Em situacdes desta natureza, gradientes idénticos em D (FIF)
nao oferecem vantagens na separagao bidimensional e o resultado esperado é um

cromatograma onde a maioria dos picos ocupa a area proxima a diagonal da
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superficie.

Abordagens do tipo Segment in Fraction empregam diferentes variagbes na
concentragdo de modificador organico em segmentos subsequentes de 'D, menores
do que as empregadas no tipo Full in Fraction (FIF) e favorecem um melhor
aproveitamento do espacgo de separagao.

Nado existe na literatura nenhuma proposta de otimizacdo dos gradientes
quando este tipo de abordagem é empregado. Uma proposta foi feita a partir de
estudos monodimensionais preliminares empregando padrbes homodlogos de
derivados esterificados de acido protocatecuico (Figura 14) - protocatecuato de etila,
propila, butila, pentila, hexila, tetradecila e dodecila. A escolha deste grupo de
substancias justifica-se pelo comportamento previsivel da retengdo em modo
reverso (quanto maior a cadeia lateral, maior a retencédo). Os derivados foram
selecionados buscando-se uma ocupagao parcial da janela de separagao
cromatografica, na qual o primeiro composto apresentasse alguma retengcdo no
sistema empregado (k* # 0) quando um gradiente amplo fosse empregado (5-

100%B/C), como apresentado na Figura 15.

Figura 14. Derivado esterificado do acido protocatecuico..
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Figura 15. Separacdo cromatografica dos 7 padrbes selecionados. Coluna Kinetex PFP (4,6 x 3,0
cm; 2,6 ym), gradiente linear, 0 min, 5% C; 10 min, 100%C, 2 mL/min. ((C) ACN + 0,05% acido
formico).
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A partir das condi¢gdes preliminares (1D) um novo gradiente foi planejado,
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mantendo-se o tempo do gradiente constante (10 min). O valor final de modificador
organico empregado deveria ser aquele no qual o ultimo pico fosse eluido, isso é, o
incremento de modificador organico por unidade de tempo, multiplicado pelo tempo
de retencdo do composto mais retido. O valor inicial deveria ser um valor tal que nao
prejudicasse a separagao obtida anteriormente, porém, adiantando o tempo de
retencdo do composto menos retido. Diferentes condi¢des foram empregadas e os
resultados mostraram que, de forma geral, a metade da concentracédo de
modificador organico no qual o primeiro composto € eluido parece ser uma boa

aproximacao para o valor inicial do gradiente (Figura 16).

Figura 16. Separacdo cromatografica dos 7 padrbes selecionados. Coluna Kinetex PFP (4,6 x 3,0
cm; 2,6 ym). Gradiente linear (a) 0 min, 5% B; 10 min, 100% B; (b) 0 min, 12,5% C; 10 min, 100% C;
(c) 0 min, 12,5% C; 10 min, 65% C; 2 mL/min. ((C) ACN + 0,05% acido férmico).
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(a) Condigéo inicial: 5-100 %B em 10 min (A=95%B; 9,5 %B/min)
(b) Concentragao M.O. inicial modificada:

%B na qual o composto menos retido elui, nesse caso:

[[2,1 min x (9,5%/min)] + 5% (inicial))/2 = 12,5%
(c) Concentragao M.O. final modificada:

%B na qual o composto mais retido, nesse caso:

[6,3 min x (9,5%/min)] + 5%(inicial) = 65%

Tal abordagem pode ser empregada na otimizacéo de D em sistemas
bidimensionais a partir do cromatograma preliminar e os valores de concentragao de
modificador organico dos picos menos e mais retidos de cada segmento. As Figuras

17 e 18 apresentam uma aplicacao pratica desta proposta.
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Figura 17. Separacdo LCxLC de extrato de folhas de cana-de-agticar. 'D coluna Synergi Hydro (150
x 1 mm, 4 um), gradiente linear 0 min, 5% B, 120 min, 100%B, 10 yL/min ; D coluna Kinetex PFP
(4,6 x 30 mm, 2,6 ym), (a) FIF, 0 min, 5%B; 1,3 min, 100%B, (b) SIF, 1° segmento (0-40 min) 0 min,
5% B, 1,3 min, 55% B; 2° segmento (42-80 min) 0 min, 16% B, 1,3 min, 71% B; 3° segmento (82-120
min) 0 min, 51% B, 1,3 min, 80% B. Detecg¢do: UV a 254 nm.
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Figura 18. Regido compreendida entre 62 e 68 min (referente a trés modulagdes consecutivas), dos
cromatogramas apresentados anteriormente. (a) FIF, (b) SIF.
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Apesar de bastante simples, o calculo dos valores iniciais e finais dos
segmentos pode levar algum tempo e ser suscetivel a erros. Por este motivo, uma
planilha Excel® foi criada a fim de facilitar os calculos. A partir de um cromatograma
obtido em condi¢des abrangentes de gradiente (FIF), obtém-se os inputs: 0 nimero

de segmentos desejado, as porcentagens iniciais e finais e tempo do46



gradiente empregado e tempos de reten¢ao dos picos menos e mais retidos de cada
segmento. A planilha retorna automaticamente os valores iniciais e finais do
gradiente “otimizado”.

Apesar de favorecer a distribuicdo de picos na superficie, essa abordagem
parece nao ser adequada uma vez que a amostra analisada apresenta picos
distribuidos por toda a extensdo de 'D, ndo permitindo a segmentacdo sem
eventuais “danos” ao cromatograma: gradientes muito distintos sdo empregados na
interface dos segmentos, fazendo com que picos em processo de modulacdo em 'D
tenham diferentes tempos de retengdo em 2D, duplicando picos de uma mesma
substancia no plot final. E interessante observar que a maioria dos trabalhos onde
essa abordagem é empregada apresenta separagdes bidimensionais de misturas de
padrdes e que existem regides “vazias” no cromatograma, permitindo a
segmentagdo sem causar danos ao cromatograma final'*?,

Buscando evitar esta situacao, diferentes abordagens de segmentacgéo foram
empregadas.

Quando o numero de segmentos empregados tende ao numero de
modulagdes, o recobrimento da superficie tende a ser maior. Nesses casos,
pequenas variagdes entre as condigbes de gradiente de modulagdes sequenciais
sao suficientemente baixas para nao duplicar picos em processo de modulagao.
Assim, sugere-se que em situacdes onde a distribuicdo de picos em 'D é
praticamente uniforme, sejam empregados gradientes segmentados com pequenas
modificacdes na forca de eluicdo inicial em 2D, ou seja, gradientes continuamente
deslocados (Shift Gradients).

4.5. Estudo da repetiblidade do método

A validagcdo do método proposto foi baseada na estimativa da precisao
instrumental a partir de cinco analises consecutivas da mesma amostra (extrato de
folhnas de cana-de-agucar) e do numero de picos detectados (UV a 254 nm) e da

fracdo do recobrimento da superficie. Os resultados sao apresentados na Tabela 11.
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Tabela 10. Dados referentes a avaliagao da repetibilidade do método proposto.

Exp. # Numero de picos % de recobrimento
1 41 17
2 43 18
3 43 19
4 43 19
5 41 18
Média 42,2 18,2
Desv.Pad. 1,1 0,7
CV(%) 2 3,9

Os valores apresentados indicam uma boa repetibilidade do método proposto.

4.6. Aplicagao da proposta de otimizagao a diferentes amostras
O processo de otimizacao apresentado anteriormente foi aplicado a uma mistura

de extratos vegetais, de espécies previamente selecionadas de acordo com suas

composi¢des micromoleculares diversas.

A selegéo do par cromatografico foi realizada empregando a amostra real (ME) e
todas as 24 combinagdes experimentais descritas anteriormente, empregando
condi¢cdes genéricas de separagdo. A qualidade da separagao foi avaliada pela

ocupacado do espago bidimensional, empregando o método proposto por Gilar e

70;123

colaboradores (adaptado), discutido anteriormente.

Os resultados sao apresentados na Tabela 11 e Figura 19.

48



Tabela 11. Combinagbes experimentais empregadas na etapa de selegdo dos sistemas
cromatograficos e respectivas areas relativas ocupadas (amostra: mistura de extratos).

Coluna Mod. Org.

#Exp. D D D 2D Accupada (%)
1 C18 PFP MeOH MeOH 24
2 C18 PFP MeOH ACN 21
3 C18 PFP ACN MeOH 21
4 C18 PFP ACN ACN 14
5 Hydro PFP MeOH MeOH 23
6 Hydro PFP MeOH ACN 20
7*  Hydro PFP ACN MeOH 26

Hydro PFP ACN ACN 17
C18 Phenyl MeOH MeOH 23
10  C18 Phenyl MeOH ACN 22
11  C18 Phenyl ACN MeOH 17

12*  C18 Phenyl ACN ACN 14
13 Hydro Phenyl MeOH MeOH 23
14  Hydro Phenyl MeOH ACN 17
15  Hydro Phenyl ACN MeOH 20
16  Hydro Phenyl ACN ACN 17
17  Phenyl PFP MeOH MeOH 24
18  Phenyl PFP MeOH ACN 19
19 Phenyl PFP ACN MeOH 24
20 Phenyl PFP ACN ACN 21
21 Phenyl Phenyl MeOH MeOH 12
22  Phenyl Phenyl MeOH ACN 15
23 Phenyl Phenyl ACN MeOH 13
24  Phenyl Phenyl ACN ACN 11
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Figura 19. Ocupacéao relativa do espago de separagao das 16 combinagdes experimentais avaliadas
(em azul, intervalo entre a média + desvio padréo) para a mistura de extratos.
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Os resultados apresentados sao bastante semelhantes aos obtidos
anteriormente para o extrato de folhas de cana-de-agucar. Foi possivel obter um
nivel razoavel de ortogonalidade mesmo empregando dois modos cromatograficos
semelhantes (RPLCxRPLC). A relativamente recente fase ligada pentafluorofenil-
propil apresenta-se como uma alternativa interessante em aplicagdes desta natureza
por apresentar seletividade bastante distinta das fases octadecilsilii devido as
multiplas formas de interagdo como interagbes hidrofébicas, eletrostaticas,
aromaticas, estéricas e ligacbes de hidrogénio. Essa diferengca de seletividade é
particularmente destacada para compostos mais polares, com baixa retengéo coluna
do tipo C18.

Apesar do resultado semelhante obtido para as combinagcbdes HydroxPFP e
PhenylxPFP, a escolha da coluna Phenyl na primeira dimensdo deve-se a maior

simetria de picos observada experimentalmente.
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Figura 20. Cromatogramas 2D das condigbes 12 e 7; (a)'D C18/ACN, °D Phenyl/ACN; (b) 'D
Hydro/ACN, D PFP/MeOH. Condicdes cromatograficas: 'D: 0 min, 10% B/C, 100min, 100% B/C,
120min, 100% B/C a uma vazao de 10 uL/min. *D: 0-0,1 min, 5% B/C, 0,1-1,3 min, 5-100% B/C, 1,3-
1,5 min, 100% B/C, 1,5-1,51 min, 100-5% B/C, 1,51-2,0 min, 5% B/C, vazdo de 3,0 mL/min.
Modulagées de 2,0 min. Detecgdo a 254 nm.
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Uma vez que as dimensdes das colunas selecionadas para esta amostra eram
idénticas as empregadas na do extrato de folhas de cana-de-agucar, a otimizagao de
parametros como tempo de modulagdo (Xz), vazdo em *D (X4) ndo foram realizadas
e o0s niveis 6timos obtidos anteriormente foram empregados. Os fatores tempo de
andlise 'D (X;) e volume de injecdo (Xs) ndo foram reavaliados e os niveis
empregados foram aqueles obtidos como 6timos no planejamento composto central;
as variaveis que se mostraram estatisticamente irrelevantes na etapa de selegéo de
variaveis foram fixadas. As condicdes experimentais empregadas foram: 'D coluna
Synergi Hydro (150 x 1 mm, 4 um), gradiente linear 0 min, 5% B, 120 min, 100%B,

10 pL/min ; °D coluna Kinetex PFP (4,6 x 30 mm, 2,6 ym), gradiente Iinear51



FIF, 0 min, 5%B; 1,3 min, 100%B; modulacéo a cada 2 min.

A fim de otimizar a separacédo e aumentar a distribuicido de picos pela superficie
bidimensional, diferentes estratégias de eluicio em °D foram adotadas. Inicialmente,
a mesma proposta de segmentacéo aplicada ao extrato de folhas de cana-de-agucar
foi avaliada. Por se tratar de uma amostra ainda mais complexa que a anterior, a
segmentacao por faixas apresentou resultados ndo satisfatorios pelo mesmo motivo
apresentado anteriormente: picos em processo de modulacdo na interface dos
segmentos sdo submetidos a condi¢bes de eluicdo diferentes, gerando picos

duplicados no cromatograma final. A Figura 21 mostra o resultado de tal abordagem.

Figura 21. Cromatograma 2D da mistura de extratos, empregando gradiente segmentado (SIF). Em
destaque, regido de interface entre diferentes segmentos e picos possivelmente duplicados.
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Nas condigbes empregadas, a melhor distribuicdo de picos sé seria possivel
pelo emprego de diferentes métodos de eluigdo em ?D. A abordagem SIF ndo
ofereceu grandes melhorias na separacao, além de ocasionar “falhas” no plot final.
Uma vez que essa falha é ocasionada pela diferenca abrupta entre as
concentragdes iniciais dos gradientes de cada segmento, o uso de gradientes
continuamente (e suavemente) modificados pode oferecer vantagens.

A selecdo das condigbes para tal abordagem ainda € pouco discutida na
literatura e é geralmente realizada empiricamente. Neste trabalho, diferentes
condi¢des foram avaliadas, dentre elas, gradientes continuamente deslocados (SG)

ou ainda, segmentos empregando diferentes abordagens (SIF + SG).
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Figura 22. Condigdes avaliadas e cromatogramas bidimensionais obtidos. Detecg¢ao: UV a 254 nm.
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O uso de gradientes deslocados tem sido descrito como a alternativa mais
interessante quando modos cromatograficos semelhantes sdo empregados nas duas
dimensdes, no entanto, ndo ha na literatura nenhuma discussao sobre o principal
problema desta abordagem, relacionado a diferenga nos tempos de retencao de
uma mesma substancia submetida consecutivamente a diferentes gradientes. Casos
como esse podem ocasionar picos “falsos” no plot 2D, como pode ser visualizado na
Figura 22 (a) e (b). Nesses casos, o incremento entre os gradientes consecutivos foi

de 2%, o que aparentemente € uma mudanca razoavelmente grande, capaz
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de alterar o tempo de retengdo no cromatograma bruto, o que, quando convertido ao
plot bidimensional, pode ser interpretado pelo soffware como picos diferentes. Na
Figura 22 (c) o incremento empregado foi de 1% e esse efeito ndo foi observado.
Dessa forma, reforga-se a vantagem da abordagem denominada Shift Gradients,
porém destaca-se a desvantagem deste modo quando gradientes muito diferentes
s&o empregados.

Dentre as condi¢cdes avaliadas, a condigdao apresentada na Tabela 13 foi
adotada como ideal. O cromatograma bidimensional resultante da analise

empregando essas condigdes € apresentado na Figura 23.

Tabela 12. Condigbes experimentais otimizadas, empregando gradientes deslocados (Shift
Gradients) em *D.

FE FM Vazao Temp. Gradiente
Synergi Hydro ) )
1 10 0 min, 10% C; 100 min, 100% C; 120
D (150 x 1 mm,
ML/min min, 100% C.
4 um)
(0-40 min)
0-0,1 min, 5% B, 0,1-1,3 min, 5-69% B,
1,3-1,5 min, 69% B, 1,5-1,51 min, 69-
5% B, 1,51-2,0 min, 5% B
(A) H20 .
(40-100 min)
(B) MeOH (C) . |
ACN 0-0,1 min, 11% B, 0,1-1,3 min, 11-70%
40 °C B, 1,3-1,5 min, 70% B, 1,5-1,51 min,
Kinetex PFP .
) o 3 70-11% B, 1,51-2,0 min, 11% B
D (30x4,6mm, (acidificados com
mL/min Incrementos de 1%/modulacao, até

2,6 ym) 0,05% Ac.Fémico)
0-0,1 min, 41% B, 0,1-1,3 min, 41-

100% B, 1,3-1,5 min, 100% B, 1,5-1,51
min, 41% B, 1,51-2,0 min, 41% B
(100-120 min)

0-0,1 min, 42% B, 0,1-1,3 min, 42-
100% B, 1,3-1,5 min, 100% B, 1,5-1,51
min, 100-42% B, 1,51-2,0 min, 42% B
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Figura 23. Cromatograma 2D da mistura de extratos, empregando modo de eluigao Shift Gradients
(detecgao no UV a 254 nm e CAD, respectivamente).
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As diferentes espécies vegetais empregadas no desenvolvimento do

método cromatografico foram analisadas separadamente empregado as

condigdes adotadas como ideais e os resultados obtidos s&o apresentados na
Figura 24.
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Figura 24. Cromatogramas bidimensionais de diferentes espécies vegetais. Condi¢gdes experimentais
apresentadas na Tabela 10 (detecgdo no UV a 254 nm e CAD, respectivamente).
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Os cromatogramas LCxLC-DAD-CAD apresentados confirmam a
possibilidade do emprego da técnica e do método apresentado na obtencédo de
fingerprints metabdlicos para classificagdo e comparagcao de amostras.

A presenca de picos bastante encaudados (principalmente em P. nitens e C.
spectabilis) deve-se, novamente, a presenga de compostos de carater basico,
fortemente adsorvidos nas fases estacionarias empregadas (assim como observado
anteriormente nos cromatogramas 1D).

E interessante ressaltar que a separacdo bidimensional dos amostras
apresentou algumas vantagens, principalmente na regido de eluicdo de compostos
de alta polaridade (como na regido de volume morto de 'D). Estes compostos, que
provavelmente teriam pouca separagdo em uma unica dimensdo, foram

razoavelmente separados pela fase pentafluorofenil empregada em ?D.

5 CONCLUSOES

O sistema cromatografico bidimensional foi devidamente configurado e
otimizado. Todas as colunas foram testadas e parametros importantes como V, e

comportamento frente ao recondicionamento foram avaliados. Os resultados59



mostraram que pelo menos 2V, sd0 necessarios para o adequado
recondicionamento das colunas da segunda dimensé&o.

Um novo método de avaliagdo da ortogonalidade empregando amostras reais
e condigbes bidimensionais foi proposto empregando célculos de recobrimento da
area de separagao. O conceito de empregar sistemas bidimensionais diretamente na
etapa de selegéo dos pares de colunas e solventes é novo, vantajoso e mais realista
frente aos métodos usualmente empregados, porque (1) considera o sistema LCxLC
como unico, diferentemente daqueles que iniciam o desenvolvimento do método
através do desenvolvimento monodimensional; (2) considera a influéncia de
parametros entre as duas dimensdes; (3) desvincula o desenvolvimento do método
de detectores espectrométricos e (4) ndo exige conhecimento prévio da amostra
e/ou padroes “representativos”.

A partir de diferentes combinagbes de FE e FM e condi¢gdes genéricas de
eluicdo em gradiente foi possivel selecionar o par cromatografico que oferece a
maior ortogonalidade para a amostra em questdo. Usando esse par, etapas de
otimizacdo foram racionalmente planejadas empregando planejamentos
experimentais.

Diferentes formas de gradiente foram avaliadas na segunda dimensdo. O
gradiente genérico e abrangente - Full in Fraction - apresenta pouca vantagem na
separagao bidimensional quando dois modos semelhantes de separagdo sao
empregados, porém € uma alternativa interessante para o inicio do desenvolvimento
de métodos cromatograficos desta natureza. Gradientes segmentados - Segment in
Fraction — favorecem uma melhor ocupagdo da superficie de separagao
cromatografica, porém, apresentam desvantagens quando a distribuicdo de picos
em 'D é praticamente uniforme, uma vez que a interface entre os segmentos pode
apresentar picos duplicados devido a grande diferenca nos tempos de retengao,
ocasionado pelos diferentes gradientes. Quando amostras muito complexas sao
submetidas a separagao bidimensional, gradientes deslocados — Shift Gradients —
favorecem uma melhor separagao, no entanto, o incremento entre os sucessivos
gradientes deve ser razoavelmente brando, afim de nao influenciar demais no
deslocamento dos tempos de retencdo de uma mesma substancia em modulagdes
sucessivas, 0 que implicaria em uma falsa identificacdo de pico quando o plot

bidimensional € gerado.
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A escassez e/ou alto custo dos softwares comerciais destinados a
cromatografia bidimensional ainda é um desafio a ser superado. O entendimento do
mecanismo de conversao de dados brutos a dados bidimensionais permitiu o
desenvolvimento de métodos alternativos para esta finalidade. O algoritmo
desenvolvido e a proposta de visualizagdo de dados empregando softwares
matematicos permite que outros pesquisadores se aventurem na laboriosa tarefa de
desenvolver métodos em cromatografia liquida bidimensional abrangente mesmo
sem os softwares comercias disponiveis para esta finalidade.

A detectabilidade em métodos LCxLC também é um desafio a ser superado.
Este desafio pode ser contornado empregando maiores concentragdes de amostra a
ser analisada ou ainda pelo uso de detectores mais sensiveis.

A possiblidade do uso de diferentes detectores também é pouco explorada
em 2DLC. O emprego de detectores baseados na absorbancia em comprimentos de
onda no UV ou espectrometros de massas ja € relatado na literatura, porém ¢é a
primeira vez que um detector baseado na formagcao de aerossois como o Detector
de Aerossol Carregado (CAD) é empregado em sistemas multidimensionais
abrangentes. Apesar de nao oferecer nenhuma informagao estrutural dos analitos
detectados, este tipo de deteccdo possui grande aplicabilidade na analise de
produtos naturais, devido a sua capacidade de detectar qualquer composto nao
volatil em uma amostra mesmo na auséncia de grupos cromoféricos ou dificilmente
ionizaveis (pré-requisitos essenciais para a deteccdo por UV ou MS,
respectivamente).

Finalmente, o método desenvolvido e otimizado foi aplicado a diferentes
especies vegetais, comprovando a possibilidade do uso desta técnica na obtencao
de fingerprints metabdlicos e na comparacéao e classificagdo de amostras.

O surgimento de técnicas cromatograficas bidimensionais revelou novos
horizontes no desenvolvimento de métodos analiticos. Apesar de ainda em
desenvolvimento e cheia de desafios a serem superados, a cromatografia liquida
bidimensional abrangente apresenta-se como uma alternativa a analise de amostras

complexas, porém nao como uma “panaceia” analitica.
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