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RESUMO

O trabalho desenvolvido trata-se de uma revisao literaria sobre a aplicacdo da
quimica verde na cromatografia liquida, mais especificamente em cromatografia
liguida de alta eficiéncia. A preocupagdo com o perfil verde das analises
cromatograficas vem crescendo exponencialmente ao longo dos ultimos anos, em
razao do alto consumo e geracao de residuos dos solventes utilizados. O obijetivo
deste trabalho € estudar a substituicdo de solventes toxicos (metanol, acetonitrila)
utilizados na fase moével da cromatografia liquida por etanol, que € um solvente mais
seguro e menos toxico. No entanto, a utilizagdo do etanol como solvente na fase
movel, deve ser aplicada sem que ocorra a perda do desempenho da analise.
Diversos artigos foram encontrados sobre a aplicagdo do etanol como fase mével,
obtendo uma conclusao positiva, onde o perfil verde foi alcangado e o desempenho
da analise n&o foi prejudicado, em algumas aplicagdes foi até mesmo melhorado. O
estudo comprovou que € possivel substituir solventes toxicos por etanol sem perder o
desempenho e reduzindo o consumo, a gerag¢ao de residuos, gastos e danos.

Palavras-chave: Quimica verde. Quimica analitica. Cromatografia liquida.
Cromatografia liquida de alta eficiéncia. Etanol.



ABSTRACT

The work developed is a literary review on the application of green chemistry in liquid
chromatography, more specifically in high performance liquid chromatography. The
concern with the green profile of the chromatographic analysis has been growing
exponentially over the last few years, due to the high consumption and generation of
residues of the solvents used. The objective of this work is to study the substitution of
toxic solvents (methanol, acetonitrile) used in the mobile phase of liquid
chromatography with ethanol, which is an ecologically correct solvent. However, the
use of ethanol as a solvent in the mobile phase must be applied without losing the
performance of the analysis. Several articles were found on the application of ethanol
as a mobile phase, obtaining a positive conclusion, where the green profile was
reached and the performance of the analysis was not impaired, in some applications it
was even improved. The study proved that it is possible to replace toxic solvents with
ethanol without losing performance and reducing consumption, waste generation,
expenses and damage.

Keywords: Green chemistry. Analytical chemistry. Liquid Chromatography. High
performance liquid chromatography. Ethanol.
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1 INTRODUGAO

1.1 Cromatografia liquida (CL)

A cromatografia € um poderoso método de separagao que encontra aplicagao
em todos os ramos da ciéncia. Foi inventada e denominada pelo botanico russo
Mikhail Tswett no inicio do século 20.(") As aplicagdes de cromatografia aumentaram
exponencialmente por conta da necessidade de analises de misturas complexas e
com componentes semelhantes. Com isso, foram desenvolvidas diversas técnicas
cromatograficas, dentre elas a cromatografia liquida.

A cromatografia liquida pode ser desenvolvida em coluna ou em camada
delgada. A cromatografia em coluna, onde um tubo fino (coluna) é preenchido com
particulas de adsorventes (fase estacionaria) por onde passa o eluente (fase movel),
realiza a separagao dos componentes da amostra através da diferenca de interagao
dos componentes com a fase movel e a fase estacionaria. Durante a eluicédo, as
moléculas do soluto sao transportadas através da coluna em uma série continua de
transferéncia entre as duas fases e, considerando que as moléculas se movem
apenas na fase movel, o tempo de eluicdo de cada componente depende do tempo
que ele permanece nessa fase. Essa € uma das técnicas analiticas mais utilizadas
em analises quimicas, possui aplicagdes em diversas areas, sendo capaz de realizar
separacao, identificacdo, purificacdo e quantificacdo de compostos em mistura.

Ainda no inicio, quando a cromatografia liquida estava sendo desenvolvida, os
cientistas perceberam que era possivel aumentar a eficiéncia da técnica pela
utilizacao de particulas esféricas e também diminuindo o tamanho das particulas da
fase estacionaria (FE), embora isso demandasse altas pressbes para o
bombeamento da fase moével (FM). Para a aplicagdo dessas mudancgas, foi
desenvolvido um equipamento mais sofisticado e consequentemente mais caro que
os outros métodos de cromatografia, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE). A CLAE segue os principios basicos da cromatografia liquida, porém, como
as colunas sdao empacotadas com particulas da FE menores (em torno de 3-10 um),
requer colunas de ago que suportam altas pressdes (300-400 bars), ao invés das
colunas de vidro que gotejam o solvente sob influéncia da gravidade ou suportam
apenas pequenas pressdes externas (CL classica ou de baixa eficiéncia). E para
atender a demanda de vazao de eluente a altas pressdes, bombas de precisédo e

selos de vedacgao foram também desenvolvidos.
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Figura 1 - Instrumentagao de cromatografia liquida.
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Fonte: Adaptado de a) DEGANI, et al.,1998; e b) DCTECH, 2007.

a) Cromatografia de baixa eficiéncia: colunas de vidro com didmetros internos de 10 a 50mm e
recheadas com particulas da FE com didmetros de 150 a 200um. Normalmente FM elui por gravidade
ou baixas pressodes; b) Cromatégrafo CLAE: colunas de ago com didmetros internos de 2a5mme 1 a
4,6mm e recheadas com particulas da FE com didametros de 3 a 10um. Para se obter vazdes
satisfatorias o liquido deve ser pressurizado a altas pressoes.

Mais tarde, em 2004, foi desenvolvido o método de Cromatografia Liquida de
Ultra Eficiéncia (CLUE), com particulas menores que 2 ym, demandando pressoes
ainda mais altas, de até 1000 bars. Esta técnica amplificou a resolugéo, a velocidade
e a sensibilidade das analise.

A versatilidade da cromatografia liquida na analise de substéncias em misturas
complexas é ampliada pelos varios mecanismos gerais de separagéo, que incluem
principalmente adsor¢do, absorgao, troca idnica, separagao por tamanho e por
afinidade. Para a analise de substancias organicas de baixa massa molecular, usa-se
predominantemente a cromatografia liquida de adsor¢do e absorgao, refletiva em
dois modos cromatograficos: modo normal e modo reverso. O modo normal consiste
na utilizacdo de uma fase estacionaria mais polar do que a fase mével. Nesse modo
cromatografico os sitios de adsorgdo presentes na superficie das particulas sao
grupos polares. Ja o modo reverso consiste na utilizagdo de uma fase estacionaria
menos polar do que a fase moével. Essas FE s&o geralmente obtidas pela modificagédo
quimica da superficie de particulas de silica, resultando na introdugcdo de grupos
apolares. Mecanismos de adsorgao (interagao dos componentes com a superficie da
FE) e absorgéo (particdo dos componentes entre duas fases) sdo complementares
nesse modo cromatografico, que é mais utilizado em escala analitica. Isto se deve

principalmente a sua vasta aplicabilidade, que engloba desenvolvimentos de novos
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produtos, o controle de qualidade desses produtos e, também, as possiveis

contaminagdes provenientes desses produtos e dos disponiveis no mercado ha
anos,® além de analises mais complexas como as necessdrias para estudos
metabolémicos.

Comparada com outras técnicas de separagcdo, a cromatografia liquida
apresenta uma alta gama de aplicabilidade, alta precisdo e variedade de
equipamentos e materiais disponiveis comercialmente, tornando viavel o uso da
técnica para quase todas as aplicagbes. A maioria dos laboratérios que realizam
analises de misturas quimicas sdo equipados com cromatografos liquidos.(®)

A instrumentacdo da CLAE € composta também por detectores, que sao
responsaveis por identificar e quantificar as substancias presentes na amostra
conforme a mesma elui pela coluna. Essa detecgcdo pode ser realizada de duas
maneiras, respondendo as propriedades da fase mével (detectores de propriedades
universais ou globais) ou respondendo as propriedades do soluto (detectores de
propriedades do soluto).

O detector ideal para uma analise de cromatografia liquida deve ter:
sensibilidade adequada, boa estabilidade e reprodutibilidade, resposta linear para
solutos que se estenda por varias ordens de grandeza, resposta rapida
independentemente da vazdo, alta confiabilidade, facil uso, similaridade nas
respostas e ndo destruir a amostra.(!) A escolha do detector é importante e depende
das caracteristicas do material a ser analisado e também do tipo de analise que se
deseja fazer.

A Tabela 1 lista os detectores mais comuns para CLAE e algumas de suas

propriedades.
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Tabela 1 - Desempenho dos detectores para CLAE™.

Detector para CLAE Comereiaimente - (iipicoy " (décadag)
Absorbancia Sim 10 pg 3-4
Fluorescéncia Sim 10 fg 5
Eletroquimico Sim 100 pg 4-5
indice de refragao Sim 1ng 3
Condutividade Sim 100 pg - 1 ng 5
Espectrometria de massas Sim <1pg 5
Espectroscopia de infravermelho Sim 1 Hg 3
Espalhamento de luz Sim 1 g 5
Atividade 6ptica Nao 1ng 4
Seletivo a elementos Nao 1ng 4-5
Fotoionizagao Nao <1pg 4

Fonte: SKOOG, et al., 2002.

*Do manual do fabricante, Handbook of Instrumental Techniques for Analytical Chemistry, F. Settle, Ed.
Upper Saddle River, NJ: Prentice-Hall, 1997; E. S. Yeung e R. E. Synovec, Anal. Chem., 1986, v. 58, p.
:Ii?nzgs de detecgdo (LD) expressos em massa sdo dependentes do composto, instrumento e
condi¢des da CLAE; os valores fornecidos sao tipicos de sistemas comerciais, quando disponiveis.
*Valores tipicos extraidos da fonte citada.

Os detectores mais usados em CLAE s&o os baseados na absorbéancia
ultravioleta e visivel (UV-vis), fluorescéncia, indice de refracdo e espectometria de
massas.

Para a aplicagcédo desta técnica de separagao, é necessario o uso de solventes
organicos para a eluicdo dos compostos. Acetonitrila (ACN) e metanol (MeOH) sao
os solvente mais utilizados em CL de modo reverso devido as suas caracteristicas
unicas como: dissolucdo de uma grande variedade de solutos, baixa acidez, baixa
reatividade quimica, baixa absorbancia na regido do ultravioleta, miscibilidade com
agua, baixa viscosidade e compatibilidade com a espectrometria de massas.
Contudo, apresentam alto nivel de toxicidade e impacto ambiental, fazendo com que
a quantidade de residuos gerados e os riscos inerentes destes solventes ndo devam
ser negligenciados. Um cromatografo liquido analitico equipado com uma coluna
convencional (15-25 cm de comprimento, 4,6 mm d.i., empacotado com particulas de
5 pm), operando a uma vazao de fase movel de 1 mL/min, produz cerca de 1,5L de
residuos de solventes por dia, o que significa cerca de 500 L de efluente por ano.®)
Além disso, com os avancgos tecnoldgicos, a utilizacdo de cromatoégrafos vem
crescendo, por demonstrar melhor desempenho e qualidade nas analises quimicas, e

consequentemente cresce também a quantidade de residuos gerados.
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Portanto, é importante que estudos relacionados a quimica verde sejam

aplicados a cromatografia liquida visando a redugdo dos impactos ambientais e

ocupacionais gerados por esta técnica e sem perder a qualidade da analise.

1.2 Quimica verde na cromatografia liquida

A quimica verde é a ciéncia que, baseada em 12 principios basicos”), tem a
preocupacao em desenvolver meios capazes de diminuir os impactos causados ao
meio ambiente, saude e seguranca, reduzindo ou eliminando substancias toxicas
geradas pelas industrias, universidades ou até mesmo por agdes comerciais. Tais

principios sao:

1.Prevencéo;

2.Economia de atomos;

3.Sintese de produtos menos perigosos;

4 .Desenho de produtos seguros;

5.Solventes e auxiliares mais seguros.
6.Busca pela eficiéncia de energia;

7.Uso de fontes renovaveis de matéria prima;
8.Evitar a formacao de derivados;

9.Catélise;

10.Desenho para a degradacgao;

11.Analise em tempo real para a prevencao da poluicao;

12.Quimica intrinsecamente segura para a prevengao de acidentes.

Com o crescimento do uso da cromatografia liquida, a técnica ganhou a
atengao dos pesquisadores para a implementagao da Quimica Analitica Verde (QAV)
no desenvolvimento de metodologias analiticas. O objetivo da QAV é reduzir ou
eliminar os impactos causados pelas analises quimicas sobre o0 meio ambiente sem
prejudicar os parametros de desempenho, portanto suas prioridades s&o: eliminagao
ou reducao de reagentes e solventes, redu¢ao de emissdes, eliminagao de reagentes
toxicos e redugao de trabalho e energia.

Com base nos principios da quimica verde, algumas estratégias séao

comumente implementadas para obter métodos de cromatografia liquida mais
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ecoldgicos. Elas se concentram na redugédo do consumo de solvente pela diminuigao

do comprimento da coluna, didmetro interno e/ou particula da coluna; e a substituicéo
de solventes toxicos e perigosos, como ACN e MeOH, por solventes alternativos
menos toxicos e ambientalmente mais corretos. As técnicas cromatograficas tém o
potencial de serem mais verdes em todas as etapas da analise, desde a coleta e
preparagéo da amostra, até a separacado e determinac&o.®

Apesar de todas as estratégias tornarem o método mais verde, algumas
podem ser mais eficientes do que outras, portanto, foram desenvolvidos métodos de
avaliagao para estimar o quao verde sdo essas estratégias quando aplicadas aos
métodos analiticos. As ferramentas de avaliagdo mais conhecidas sdo a rotulagem
National Environmental Methods Index (NEMI) e a Eco-escala analitica.

A rotulagem NEMI € um banco de dados que resulta em um pictograma de
facil leitura que classifica os métodos analiticos de acordo com quatro critérios: PBT
(persistente, bioacumulativo e tdxico), corrosivo (pH < 2 ou > 12), perigoso e residuos
(> 50g). Como exemplo, a imagem abaixo compara dois métodos para determinagao

de pesticidas organicos na agua, utilizando cromatografia gasosa.®

Figura 2 - Comparagéo entre os pictogramas de dois métodos.

PBT{ ~, Perigoso PET E ‘ . Perigoso

Corrosivo | - Geragdo Corrosivo

a Geracio
de residuos de residuos
Método 525.5 Método 505
#Extracio de uma amostra de 1! ¥ Extracdo de uma amostra de 35g
u PET: nenhum = PBT: nenhum
® perigoso: acetato de etila, ® perigoso: hexano

cloreto de metileno, metanol
® Corrosivo: pH <2
® Geracdo de residuos: > 50g

® Corrosivo: nenhum Acido/base

® Geragdo de residuos: < 50g

Fonte: OLIVEIRA, B. F., 2012.

O quadrante verde preenchido, indica que o método analitico atende ao
respectivo critério, ou seja, € “verde” neste quesito. E como pode ser observado na
imagem, o método 505 é o mais “verde” para essa analise, por possuir mais

quadrantes preenchidos.
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A Eco-escala analitica € uma abordagem mais quantitativa, com base na

subtracdo de pontos de penalidade de um total de 100, com base na quantidade e
risco de reagentes, consumo de energia, riscos ocupacionais e quantidade de

residuos gerados. O resultado é classificado como:

> 75 representa uma excelente analise verde
> 50 representa uma analise verde aceitavel

< 50 representa analise verde inadequada

Como exemplo, a tabela abaixo compara 3 procedimentos de determinagao de

Cu em uma amostra de latdo.('9

Tabela 2 - Valores da Eco-Escala para procedimentos de determinagao de cobre.

i Pontos de penalidade (PP)
Método Total de PP Eco-escala
Reagentes Instrumentos
Titulagao 17 13 30 70
Eletrogravimetria 17 10 27 73
Espectrometria de Absorgao 14 15 29 71

Atbmica
FONTE: GALUSKA, et al., 2012.

Todos os métodos possuem valores de Eco-escala semelhantes, porém, de
acordo com a Tabela 2, o método eletrogravimétrico € o mais verde (73 na
Eco-escala) seguido pela espectrometria de absorgcédo atémica (71 na Eco-escala) e
por ultimo a titulagcao (70 na Eco-escala).

Em 2014, Funari, et al.('" desenvolveram um outro método de avaliagdo para
estimar o quao verde sédo as analises cromatograficas, o Green Chromatographic
Fingerprint Response (GCFR). Este método é baseado em fatores relacionados ao
desempenho da separagao cromatografica e esta representado na equacéo (1)
abaixo. A equagdo contém trés termos complementares e foi projetada para
maximizar o numero de picos e sua distribui¢do ao longo de todo o cromatograma ao

mesmo tempo em que tenta maximizar o nimero de picos por minuto de analise.("")

GCFR:H"(A%) (?) (1)
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Onde n € o numero total de picos, x € o expoente de n (indica o peso atribuido

a ele), t é o tempo total de execucéo, fewer peaks (FP) é o numero de picos na segéo
do cromatograma com menos picos e more peaks (MP) € o numero de picos na
secao do cromatograma de igual comprimento, mas com mais picos (FP/MP indica
como uniformemente esta informagdo € distribuida entre secbes iguais do
cromatograma).

Quanto mais alta a pontuacdo GCFR para uma determinada corrida, melhor,
pois significa uma separagao mais eficiente, como pode ser observado nos exemplos
apresentados em itens subsequentes.

Algumas estratégias para reduzir o consumo de solventes organicos estao
representadas na Figura 3. Para algumas implementagdes, € necessario modificar a
instrumentagao cromatografica, o que pode tornar o método mais caro e/ou mais
complexo. Por isso, uma boa tatica € a substituicdo de solventes toxicos por
solventes verdes alternativos, como o etanol por exemplo. O etanol € um solvente
ambientalmente amigavel e com caracteristicas favoraveis para as analises de
cromatografia liquida. Com isso, muitos estudos estdo sendo feitos para sua
aplicagcdo como solvente organico na fase moével da CL e a maioria deles

demonstraram bons resultados.

Figura 3 - Estratégias que reduzem o consumo de solventes.
CL miniaturizada e automatizada

Cromatog rafia li quida Solventes verdes alternativos
verde CL direta
UPLC

Fonte: Autor.

1.2.1 Solventes alternativos para FM

Para que as anadlises cromatograficas sejam mais sustentaveis, uma das
opgdes é a substituicdo de solventes nocivos por solventes mais “verdes”. Um artigo
publicado em 2014,('” fez uma combinagdo dos dados divulgados por algumas
instituicbes que categorizaram os solventes de acordo com sua periculosidade.

A combinacgao dos dados resultou em um ranking dos solventes mais e menos

recomendados para se utilizar em analises quimicas.



Figura 4 - Ranking dos solventes.

Recomendado

Recomendado ou
problematico?
Problematico

Problematico ou
perigoso?

Agua, EtOH, i-PrOH, 1-BuOH, EtOAc, i-PrOAc,
n-BuOAc, anisol, sulfolano.

MeOH, 2-BuOH, t-BuOH, alcool benzilico,
etilenoglicol, acetona, metiletilcetona,
metilisobutilcetona, ciclohexanona, MeOAc,
AcOH, Ac20.

Me-THF, heptano, Me-ciclohexano, tolueno,
xileno, clorobenzeno, acetonitrila, DMPU,
DMSO.

MTBE, THF, ciclohexano, DCM, acido férmico,
piridina.

Eter di-isopropilico, 1,4-dioxano, DME, pentano,
hexano, DMF, DMAc, NMP, metoxietanol, TEA.

Eter dietilico, benzeno, cloroférmio, CCL4, DCE,
nitrometano.

Fonte: Adaptado de PRAT, et al., 2014.
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O ranking apresenta algumas opc¢des de solventes “verdes”, porém, para que

o solvente seja utilizado na cromatografia liquida, ele precisa ter certas propriedades

fisico-quimicas que fazem com que a analise seja eficiente.

Na tabela abaixo, foram selecionadas algumas propriedades mais importantes

na escolha do solvente para a cromatografia liquida.

Tabela 3 - Propriedades fisico-quimicas dos principais solventes usados em cromatografia liquida.

Solvente Solubi’lidade optla-::::iitgnal Viscosiodade Porlto ?e Po.nt~o d?
em agua uv (a 25°C) Fusao (°C) Ebuligao (°C)
Metanol miscivel 210 nm 0,544 mPa.s -97,5 64,5
Etanol miscivel 210 nm 1,074 mPa.s -114 .1 78,2
Isopropanol miscivel 210 nm 2,040 mPa.s -87,9 82,2
1-butanol soluvel 215 nm 2,540 mPa.s -88,6 117,6
2-butanol muito soluvel 260 nm 3,100 mPa.s -88,4 99,4
Isobutanol soluvel 230 nm 3,330 mPa.s -102 107,8
1-propanol miscivel 210 nm 1,945 mPa.s -124,4 97,0
Acetonitrila miscivel 190 nm 0,369 mPa.s -44 81,6
Acetona miscivel 330 nm 0,306 mPa.s -94.9 56,1

Fonte: HAYNES, 2016.

O metanol e a acetonitrila sdo os solventes que

possuem as melhores

caracteristicas para analises cromatograficas, devido aos baixos valores de cut-off e
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viscosidade. Entretanto, eles ndo sdo os mais recomendados de acordo com o

ranking da Figura 4.

Com isso, o etanol, é o solvente que possui maior semelhanca com as
propriedades do metanol e, portanto, € uma boa escolha para as analises
cromatograficas, além de ser altamente recomendado de acordo com o ranking de

periculosidade.

1.3 Obtencao do etanol

O etanol é uma substancia organica que pode ser obtida por duas vias
diferentes: fermentacéo ou sintese quimica. Na sintese quimica, o etanol é formado
através da hidratacdo do etileno (composto derivado do petrdleo, hulha ou gas
natural) por meio da reacao (1). Na fermentacéo, ele é formado através da via
fermentativa de matérias-primas ricas em acgucares, como: cana de acgucar, milho,
beterraba, batata, celulose, entre outras. A Figura 5 representa o processo mais

utilizado no Brasil para a producéo de etanol, a fermentacédo da cana de acucar.

meio
acido

C-.Hs + HO

CH:CH,OH (1)

Etileno Agua Etanol

O processo sintético para obtengdo do etanol ndo provém de fontes
renovaveis, ou seja, provem de fontes esgotaveis e algumas inclusive geram
substancias toxicas e causam grandes impactos ambientais. Com isso, ao longo dos
ultimos anos, houve uma crescente busca pela substituicido dessas fontes nao
renovaveis por fontes renovaveis e mais verdes, como por exemplo, as matérias

primas citadas no processo de fermentagao, por serem plantas cultivadas.
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Figura 5 - Processo de produgao do etanol.

Destilagdao

Cana Moagem

Bl | DNeniacay

impurezas

Armazenamento

Fonte: OLIVEIRA, M., 2012.

Este processo de produgdo de etanol de cana-de-agucar se divide nas

seguintes etapas:(®

e Lavagem: retira poeira, areia, terra e outros tipos de impurezas.

e Moagem: a cana é moida por trituradores, produzindo um liquido chamado
melado e separando da parte solida (bagaco).

e Eliminacdo de impurezas: o melado é peneirado e em seguida passa por uma
clarificagdo (decantagdo das impurezas). Depois de clarificado o caldo é
esterilizado através do aquecimento.

e Fermentacdo: o caldo € misturado com as leveduras que quebram as
moléculas de glicose e produzem etanol e vinho fermentado.

e Destilagdo: para separar o etanol do vinho fermentado, € necessario aquecer
a mistura até a evaporacao do etanol seguida pela condensagao.

e Desidratagao: o alcool hidratado passa por uma desidratagao para formar o
alcool anidro.

e Armazenamento: o etanol é armazenado em tanques até ser levado pelas

distribuidoras.

Atualmente o Brasil € um dos maiores produtores mundiais de etanol
proveniente da fermentagcdo da cana de agucar, ja que essa matéria prima é
abundante no pais e pela necessidade de reduzir a dependéncia do petroleo e da

emissdo de gases tdxicos.(16)
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2 REVISAO E DISCUSSAO

2.1 Artigo 1

O primeiro artigo a ser discutido € o “Green chromatographic fingerprinting: An
environmentally friendly approach for the development of separation methods for
fingerprinting complex matrices”'”) que tem como objetivo avaliar um novo método de
analise para dois extratos de plantas, Bauhinia forficata e Casearia sylvestris, em
relacdo a qualidade de separagao e impactos Environment, Health and Safety (EHS).

Nesse artigo € utilizado um método chamado cromatografia de impressao
digital, que utiliza o padrao distinto dos picos de um cromatograma para avaliar a
qualidade e identidade das amostras, principalmente para materiais fitoterapicos.

A CLAE é a técnica de separacdo mais indicada para analise de extratos de
plantas devido a sua alta eficiéncia e simplicidade. No entanto, por conta da alta
quantidade de solventes perigosos descartados, os autores propuseram um meétodo
mais verde utilizando etanol.

Para otimizar o método e obter uma melhor resposta, foram realizados testes
experimentais e calculos estatisticos, a fim de prever as condi¢gdes cromatograficas
ideais. Estas condi¢cdes foram utilizadas no método de referéncia e adaptadas no
método verde, pois devido a substituicio do MeOH e ACN por EtOH, as forcas
eluotrdpicas tiveram que ser ajustadas.

Na Tabela 4, estdo listadas as condigdes cromatograficas dos métodos de
referéncia (estatisticamente otimizados) e dos métodos mais verdes para as duas

amostras.
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Tabela 4 - Condigdes cromatograficas usadas nas analises dos extratos de plantas C. sylvestris e B.
forficata.

C. sylvestris B. forficata
Método Referéncia Verde Referéncia Verde
Detector uv
Coluna C18 Synergi Hydro-RP (250 x 4.6 mm; 4 ym)
Concentragio ca 20 moint
(L)Ig::aecional uv 254 nm 340 nm
Fase Mével H20 e MeOH H20 e EtOH H20/H3PO4 Tampéo de acetato
100:0,05% v/v (pH pH 4.0 e EtOH
2.88) e ACN
Gradiente 3,3-100% de MeOH | 2,7-83,7% de EtOH 10-40% de ACN 3,3-58% de EtOH
61,8 min 61,8 min 25 min 40 min
Isocratico 10 min 10 min - -
Vazao 0,7 mL/min 0,7 mL/min 0,8 mL/min 0,7 mL/min

Fonte: FUNARI, et al., 2014b.

Para ambos os extratos, vazdes de até 0,8 mL/min foram utilizadas sem
exceder a pressao de 270 bar da CLAE, até mesmo com o EtOH como fase movel.
Além disso, a analise do extrato de Sylvestris pelo método verde, reduziu em 16,4% o
consumo do solvente organico, devido a maior forga eluotrépica do etanol em relagao
ao metanol.

Para medir e comparar a eficiéncia de separagcdo e os impactos ambientais
dos métodos acima, foram utilizadas duas equacdes, GCFR e HPLC - Environmental
Assessment Tool (HPLC-EAT). A primeira € uma fungcdo de resposta para a
separagao de matrizes complexas e a segunda estima o impacto EHS dos solventes.
A razao entre os valores GCFR e HPLC-EAT resulta em uma pontuacao final que
abrange a qualidade de separacdo (alto valor GCFR indica melhor método) e os
impactos EHS (menor valor HPLC-EAT indica menor impacto). Sendo assim, valores

mais elevados de GCFR/HPLC-EAT indicam o desempenho superior de um método.
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Tabela 5 - Comparagéo dos resultados dos métodos utilizando fases méveis diferentes.

Extrato Método (solvente B) GCFR HPLC-EAT Hffg_'; "\T
C. sylvestris L  Validado (EtOH) 16626 £ 445 78 214 £ 6
Referéncia (MeOH) 17936 + 520 91 198 + 6
B. forficata_L  Validado (EtOH) 7528 + 580 43 175 + 13
Referéncia (ACN) 5416 + 332 46 11847

Fonte: FUNARI, et al., 2014b.

De acordo com a Tabela 5, para a analise do extrato C. sylvestris_L, o método
em que foi utilizado EtOH foi superior ao método com MeOH. Apesar deste ultimo ter
tido uma melhor separacéo, de acordo com o valor GCFR mais alto, a diferenga entre
os valores HPLC-EAT foram mais favoraveis ao etanol, que por ser um método bem
mais verde sobressai no valor liquido final.

Na analise do extrato B. forficata L, o método proposto utilizando EtOH
também foi superior ao método de referéncia. Entretanto, diferentemente do exemplo
anterior, neste caso o EtOH foi ligeiramente mais verde do que a ACN, mas foi muito
mais eficiente na separacéo, resultando em um valor liquido mais pronunciado.

Os cromatogramas de impressao digital geralmente sdo complexos e, como
sao utilizados como perfis de comparagao, precisam ter boa resolugdo de pico e
separagao. Na Figura 6, ao comparar os cromatogramas do método de referéncia e
do método verde, é possivel observar que para o extrato de C. sylvestris (Fig. 6a e b)
0 método verde possui maior numero de picos e melhor resolugéo, principalmente
entre 20 e 40 minutos. Ja nos cromatogramas do extrato de B. forficata (Fig. 6¢ e d),
o meétodo verde obteve um tempo de analise mais demorado, porém com maior

quantidade de picos e muito mais definidos, além de melhor separacéo.
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Figura 6 - Impressao digital da C. sylvestris e da B. forficata.
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Fonte: FUNARI, et al., 2014b.

A) Impresséo digital da sylvestris_L utilizando MeOH como fase movel; B) Impressdo digital da
sylvestris_L utilizando EtOH como fase mdével; C) Impressao digital da forficata L utilizando EtOH
como fase movel; e D) Impresséo digital da forficata_L utilizando ACN como fase mével.

2.1.1 Validacao do método

Quando um método novo é desenvolvido ou um método conhecido é adaptado,
€ necessario realizar a sua validagdo. A validagao € uma avaliagdo que deve garantir
que este método atenda as exigéncias minimas das aplicagbes analiticas, que seja
eficiente em analises de rotina e que seja adequado para seu proposito.

A determinacdo da impressao digital ndo é um método quantitativo, portanto
0os parametros avaliados e os aspectos de validagcao sédo diferentes dos métodos
comuns.('™® Para avaliar a qualidade do método, foram utilizados o desvio padrédo
relativo (DPR) do tempo de retengao relativo, para picos com area >4% da soma de
todas as areas dos picos, e o DPR da resposta GCFR.

A estimativa da precisdo instrumental foi realizada para nove injegbes
consecutivas da mesma amostra. Para C. sylvestris, o DPR dos tempos de retengao
relativos foi 0,94 e do GCFR foi 9,54%. Para B. forficata, os valores foram 0,47 e
7,70%, respectivamente.

A repetibilidade foi calculada com base em nove experimentos, variando a
concentragcao em trés niveis e realizando em triplicata. Para C. sylvestris, o DPR dos
tempos de retencéao relativos foi 0,73 e do GCFR foi 7,50%. Para B. forficata, os

valores foram 1,12 e 9,17%, respectivamente.
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A precisao intermediaria foi calculada através de amostras preparadas em trés

dias diferentes, por dois analistas diferentes, com concentragdes (10, 15 e 20 mg/mL)
e volume de injecédo (10, 15 e 20 pulL). Para C. sylvestris, o DPR dos tempos de
retencao relativos foi 0,78 e do GCFR foi 13,8%. Para B. forficata, os valores foram

0,69 e 14,83%, respectivamente.

2.1.2 Analise do artigo

Devido a necessidade de desenvolver métodos de analises mais verdes, o
etanol foi escolhido para compor a fase movel por ser uma opg¢ao mais
ecologicamente amigavel, sendo um solvente biodegradavel, obtido de fontes
renovaveis e menos toxico do que os outros solventes.

A caracteristica negativa (alta viscosidade) do etanol, foi contornada através
da reducao da vazao da fase madvel, para que a pressao do sistema nao fosse muito
alta. Esta adaptacdo nao afetou o desempenho da analise, concluindo entdo que o
método com EtOH é aplicavel.

De acordo com os cromatogramas e calculos obtidos no artigo, os métodos
desenvolvidos utilizando etanol demonstraram um melhor desempenho do que os
realizados com metanol e acetonitrila. Além dos bons resultados obtidos nas analises
com etanol, o artigo demonstrou que é possivel desenvolver métodos mais
sustentaveis e eficazes sem modificar a instrumentagao, apenas com a aplicacédo de

estratégias simples, tornando a modificagao viavel.

2.2 Artigo 2

O segundo artigo a ser discutido é o “Validated green high-performance liquid
chromatographic methods for the determination of coformulated pharmaceuticals: A
comparison with reported conventional methods™'® que tem como objetivo
comprovar que os metodos convencionais podem ser substituidos por outros mais
ecologicos com 0os mesmos parametros analiticos.

Nesse artigo, para contornar as problematicas causadas por solventes toxicos
em relacdo aos impactos ambientais e a saude, as estratégias utilizadas foram: a
substituicido de solventes téxicos por etanol e a reducdo do tempo de analise para

produzir o minimo de residuos possiveis.
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Quatro formulacdes farmacéuticas foram escolhidas como modelos para este

estudo: brometo de clidinio (CB) e cloridrato de clordiazepdxido (CD); fenobarbitona
(PB) e brometo de pipenzolato (PZ); sulpirida (SUL), cloridrato de mebeverina (MB) e

cloridrato de clorfenoxamina (CPH); cafeina (CAF); 8-cloroteofilina (CTH).

Figura 7 - Estruturas dos compostos CB (a), CD (b), PB (c), PZ (d), MB (e), SUL (f) CPH (g), CAF (h) e
CTH (i).

a)

| _/"\ g)
/ =

f) ] h) i)
N O \"— L n/ NH
N
-~ - gk gt
2 O a

Fonte: NATIONAL, 2004.

Estrutura do a) brometo de clidinio b) cloridrato de clordiazepdxido c) fenobarbitona d) brometo de
pipenzolato e) cloridrato de mebeverina f) sulpirida g) cloridrato de clorfenoxamina h) cafeina e i)
8-corteofilina.

Solugbes padrédo de cada composto foram preparadas com as seguintes
concentragbes: CB, CD, MB, SUL, CPH, CAF, e CTH (100 ug/mL) preparadas com
etanol e PB e PZ (200 ug/mL) preparadas com etanol.

Para a construgao da curva analitica, foram preparadas uma série de misturas
de solugao para cada combinacéo, fazendo a diluicdo apropriada com etanol. Para a
mistura contendo CB e CD foram 0,5-40 pg/mL de CB e 0,8-30 ug/mL de CD, para a
mistura contendo PB e PZ, foram 1,540 ug/mL de PB e 1-35 ug/mL de PZ, para a
mistura contendo MB e SUL, foram 1-40 uyg/mL de MB e de SUL e para a mistura
contendo CPH, CAF, e CTH, foram 1-70 pg/mL de CPH, 1,5-35 yg/mL de CAF e 1—
40 pg/mL de CTH.
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Segue abaixo na Tabela 6, as condigbes cromatograficas em que as analises

foram realizadas.

Tabela 6 - Condigdes cromatograficas para analise dos farmacos.

CB/CD PB/PZ MB/SUL CPH/CAF/CTH

Coluna CLAE Zorbax SB C18 (4,6 mm x 75 mm id, 3,5 um) Polaris S| (4,6 mm x
50 mm id, 3 ym)
Concentragao 100 pg/mL 200 pg/mL 100 pg/mL 100 pg/mL
Solugao padrao
Modo de eluigado isocratico isocratico isocratico isocratico
Fase mével ] . EtOH/H20 o
EtOH/H20 (50:50 v/v) | EtOH/H20 (50:50 v/v) (94,5:5,5 vIV) EtOH (100%)

Vazao 0,5 mL/min 0,5 mL/min 0,8 mL/min 0,4 mL/min
Injegao 3,0 L 3,0 uL 3,0 uL 1,0 L
Limite 210 nm 220 nm 220 nm 220,4/ 270,4/ 276,4
operacional UV nm

Fonte: ELZANFALY, et al., 2015.

As amostras foram preparadas a partir de comprimidos ou gotas diluidos em

etanol, a fim de obter as seguintes solugdes: 12,5 yg/mL de CB e 25,0 ug/mL de CD;
18,0 uyg/mL de PB e 12,0 pg/mL de PZ; 40,0 pg/mL de MB e 10,0 ug/mL de SUL; e
12,0 pg/mL de CPH, 20,0 pg/mL de CAF e 8,0 ug/mL de CTH.

As amostras foram analisadas nas mesmas condi¢des cromatograficas da

curva de calibragdo e suas concentracbes foram calculadas a partir de suas

respectivas equagdes de regressao.

Os cromatogramas obtidos, apresentados na Figura 8, demonstram boa

separacgao e simetria de pico, além de tempos de retengao bem baixos.
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Figura 8 - Cromatogramas obtidos por CLAE-UV na analise das misturas CB/CD, PB/PZ, SUL/MB e

CPH/CAF/CTH.
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Fonte: ELZANFALY, et al., 2015.

a) Mistura CB/CD usando fase mével EtOH/agua (50:50 v/v) com vazao 0,5 mL/min; b) Mistura PB/PZ
usando fase moével EtOH/agua (50:50 v/v) com vazdo 0,5 mL/min; c) Mistura SUL/MB usando fase
mével EtOH/agua (94,5:5,5 v/v) com vazao 0,8 mL/min; e d) Mistura CPH/CAF/CTH usando fase
movel EtOH (100%) com vazao 0,4 mL/min.
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2.2.1 Validagao do método

Os meétodos foram validados de acordo com as diretrizes International

Conference on Harmonization (ICH)?") e apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Validagao dos parametros dos métodos propostos para analise de farmacos usando EtOH
na fase movel.

Método proposto

Parametros

CB CcD PB Pz MB SUL CPH CAF CTH
Faixa de
linearidade
(ug/mL) 0,5-40 0,8-30 1,5-40 1-35 1-40 1-40 1-70 1,5-35 1-40
Exatidao?

(Média £ DP%)  99,6%1,15 100,3+1,12 100,5£0,42 99,8+0,27 99,8+0,85 99,3%0,89 100,1£0,49  99,5¢#1,52  100,2+0,35

Precisao®
(Repetibilidade) 99,5+1,5 99,9+0,9 99,9+0,9 100,8+0,4 99,3+0,4 98,410,5 100,1+0,6 100,3+0,7 100,8+0,8

Preciséo

intermediaria 99,7+1,1 99,9+0,2 100,2+0,3 100,1+1,0 99,740,3 98,9+0,8 100,2+0,6 99,840,7 100,4+0,8
LDD (pg/mL)") 0,09 0,22 0,43 0,09 0,10 0,05 0,18 0,44 0,31
LDQ (ug/mL)® 0,30 0,72 1,40 0,29 0,33 0,18 0,59 1,47 1,02
Regressao

Inclinagédo 47,43 74,25 40,04 23,28 16,95 16,04 6,55 6,59 8,81
Interceptagao 4,22 35,02 11,78 9,39 -1,42 -0,01 -2,20 2,68 2,32

Coeficiente de
correlacao 0,9999 0,9998 0,9998 0,9998 0,9999 0,9999 0,9999 0,9999 0,9998

Fonte: ELZANFALY, et al., 2015.

a) n=9, *Validacao foi feita de acordo com a Validacdo de Texto e Metodologia de Procedimentos
Analiticos ICH.

b) O LDD e LDQ foram calculados a partir de k DP/b onde k=3 para LDD e 10 para LDQ, DP é o DP de
interceptacdes y, e b € a inclinagao da curva de calibragao.

Os parametros de adequacao do sistema foram avaliados de acordo com os

requisitos da United States Pharmacopeia (USP)?? e apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - ParAmetros de adequacao do sistema dos métodos propostos.

Método Método Método Método Método Método Método Método Método

Parametros  Proposto  proposto  proposto  proposto  proposto  proposto  proposto  proposto  proposto V?Io[es _d‘z)
referéncia

CB CD PB Pz MB SuUL CPH CAF CTH
Tempo~ de 7,05 5,38 2,06 5,86 5,32 2,52 3,58 2,47 0,88
retencao
(min)
Resolugéo 5,42 16,15 5,11 16,02 7,39 5,54 6,06 6,23 6,41 Rs >2
(Rs)
Seletividade 1,43 2,06 2,70 7,72 2,77 4,01 3,62 3,10 4,03 a>1
(a)
Simetria 0,88 0,77 0,77 0,94 0,84 0,52 0,42 0,69 0,62 <1
Pratos 5149 7829 2809 5440 2118 2071 2169 3293 2134 N > 2000

teoricos (N)

Fonte: ELZANFALY, et al., 2015.

a) Todos os parametros de acordo com o Center for Drug Evaluation and Research, U.S. Food and
Drugs Administration. Reviewer Guidance, Validacdo de Métodos Cromatograficos; FDA, Rockville,
MD; (1994).
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2.2.2 Perfil verde

Para avaliar o perfil verde dos métodos propostos, foram utilizados alguns
bancos de dados para classificar os métodos de acordo com a rotulagem NEMI,

gerando um pictograma.

Figura 9 - Pictograma do perfil verde dos métodos propostos.

PBT
Corrosivo —

Fonte: ELZANFALY, et al., 2015.

Todos os métodos propostos apresentaram os quatro quadrantes preenchidos
no quesito perfil verde.

Além disso, comparando os métodos propostos com os métodos relatados, os
métodos propostos resultaram em uma geragdo de residuos consideravelmente

menor, com menor vazao e tempo de analise.

2.2.3 Analise do artigo

Os métodos propostos resultaram em cromatogramas com étimas resolugoes,
passaram em todos os critérios do perfil verde e foram validados com relacdo a
linearidade, precisao, exatidao, adequacéo e robustez do sistema.

Os resultados apresentados provam que os métodos verdes para a
determinacdo de CB/CD, PB/PZ, MB/SUL e CPH/CAF/CTH podem substituir os
métodos convencionais e podem ser utilizados para analises de rotina com uma

grande redugao do impacto ambiental.

2.3 Artigo 3

O terceiro artigo a ser discutido € o “Application of green methodology to
pharmaceutical analysis using eco-friendly ethanol-water mobile phases”?® que tem
como objetivo demonstrar a aplicabilidade de analises verdes em CLAE substituindo

solventes toxicos por etanol.
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Para este estudo foram selecionados trés ingredientes farmacéuticos ativos:

famotidina (FAM), paracetamol (PAR) e tiocolquicosido (THI). Devido as estruturas
destes ingredientes possuirem ligagées com O, N e S (polares), foi selecionada a

coluna C8, mais polar do que a C18, para realizar as analises.

Figura 10 - Estruturas dos compostos FAM, PAR e THI.
a) b)

H _?‘ N " /J\
i 'bH?"\J \/@A\N%T_‘H "y o

Fonte: NATIONAL, 2004.

As condi¢gdes cromatograficas foram otimizadas e estdo apresentadas na
Tabela 9.

Tabela 9 - Condigbes cromatograficas usadas para analise dos farmacos FAM, PAR e THI.

Temperatura do forno 30°C

Coluna C8 (150 x 4,6mm x 5um)

Volume de injegcao 20 uL

Vazao 1,0 mL/min

Fase movel Di-hidrogenofosfato de sddio (pH 4,6; 5mM, componente A)

EtOH (95:5, v/v, componente B)
Modo de eluigdao Gradiente

Limite operacional DAD | 254 nm
Fonte: DOGAN, et al., 2020.

O gradiente de eluigao utilizado foi: 5% B em 0 min., 20% B em 7,5 min., 45%
B em 12 min. e 20% B em 13 min. A vazao foi alterada para 1,5 mL/min em 7,5 min.

Apoés cada analise, as condigdes iniciais foram restauradas ao longo de 5 minutos.
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Solugdes padrao foram preparadas com as seguintes concentragdes: FAM (15

pg/mL), PAR (15 pg/mL), THI (15 pg/mL) e cafeina (CAF) como padréo interno (10
pg/mL).

As amostras foram preparadas a partir de comprimidos e diluidas em fase
movel, a fim de obter solu¢des de 15 pg/mL para cada analito.

Os cromatogramas obtidos, apresentados na Figura 11, demonstraram boa

separacao e simetria de pico.

Figura 11 - Cromatogramas.

i
. i THI P
T ] I THI
2 i d

Fonte: DOGAN, et al., 2020.

Cromatogramas representativos para (1) padrées contendo FAM (15 pg/mL), PAR (15 ug/mL), THI (15
pg/mL) e padrao interno (10 pg/mL), (2) solugdes de comprimidos de placebo e (3) solugéo (15 pg/mL)
do comprimido de cada analito.

2.3.1 Validacao do método

O método proposto utilizando fase movel contendo etanol foi validado de
acordo com as diretrizes ICH@"),

A seletividade foi examinada a partir dos cromatogramas de cada analito
(Figura 11).

As curvas de calibracdo foram construidas na faixa de 1,0-100,00 pg/mL. As
faixas de trabalho foram escolhidas entre 5 e 30 pg/mL. Os coeficientes de correlagao
foram todos acima de 0,999 (n=6).

A exatidao foi avaliada em termos de erros relativos obtidos a partir dos
experimentos realizados em trés niveis de concentragdo. Nao houve erro relativo
calculado maior que 2, apresentando alta exatiddo do método desenvolvido. Estudos
de exatiddo também foram realizados para analises de recuperagéo dos comprimidos.
Os resultados foram: 99,23 + 0,43% para FAM, 100,00 + 0,32% para PAR, 99,73 *
0,42% para THI.

A precisdo do método foi avaliada em termos de valores de DPR. Os maiores

valores de DPR (n=6) ndo foram mais do que 1,61%.
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Os valores de LDD foram 0,5 pg/mL, 0,1 pg/mL e 0,1 pg/mL e de LDQ foram

1,0 yg/mL, 0,5 yg/mL e 0,5 ug/mL para FAM, PAR e THI respectivamente.

Para o teste de robustez as variagdes foram: comprimento de onda de
deteccdo £ 2 nm, vazao £ 0,2 mL/min e temperatura do forno + 2°C. Nos resultados
de experimentos realizados, foi verificado que ndo houve diferenga comprovada
estatisticamente (teste t, p > 0,05).

Os parametros de adequacio do sistema foram avaliados de acordo com a
USP®2). Os valores DPR da precisao da inje¢ao foram 0,45, 0,45 e 0,40 para FAM,
PAR e THI respectivamente. A capacidade dos fatores foram calculadas como 2,14,
2,53 e 4,26 para FAM, PAR e THI respectivamente. Os fatores de cauda foram 1,02,
0,94 e 0,99 e os numeros de pratos tedricos foram 7779, 10027 e 36328 para FAM,
PAR e THI respectivamente. As resolugdes entre picos consecutivos foram 3,90
(FAM-PAR), 13,35 (PAR-Padrao) e 11,20 (Padrao-THI).

2.3.2 Perfil verde
Os métodos desenvolvidos foram comparados com os métodos relatados na
Tabela 10.

Tabela 10 - Comparagao entre o método verde desenvolvido e os métodos da literatura.

Analito Método Fase movel ;_H%I/JTLLSQ Aspecto verde
FAM CLAE desenvolvido (A) NaH2POg4 (pH 4,6; 50 mM), (B) 0,5/1,0 O método desenvolvido é melhor
EtOH (95:5, v/v) para FAM e PAR. O LDQ é
Vazao: 1,0 mL/min melhor para THI de acordo com
o0 método relatado comprovando
boa sensibilidade. A trietilamina
também é altamente toxica.
CLAE relatado (A) MeOH e (B) 0,1% trietilamina 4,3/13,1
(TEA) pH 3,0 NaH2PO4 (40:60, v/v)
Vazao: 1,0 mL/min
PAR CLAE desenvolvido (A) NaH2POg4 (pH 4,6; 50 mM), (B) 0,1/0,5 O método desenvolvido é
EtOH (95:5, v/v) ecologicamente correto e o
Vazao: 1,0 mL/min consumo de solvente organico
(Acetonitrila, MeOH etc.) &
menor na preparagao da
amostra.
CLAE relatado (A) ACN (B) H20 (25:75, v/v) ajustado  0,1/0,3
para pH 2,5 com acido fosférico.
Vazéo: 2,0 mL/min
THI CLAE desenvolvido (A) NaH2POg4 (pH 4,6; 50 mM), (B) 0,1/0,5 A vazao é menor de acordo com
EtOH (95:5, v/v) os dois métodos relatados. Isso
Vazao: 1,0 mL/min significa menor desperdicio,
dano e custo.
CLAE relatado (A) tampao TFA (pH 2,6) (B) ACN 0,2/0,5

(75:25, viv)
Vazao: 1,5 mL/min

Fonte: DOGAN, et al., 2020.
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2.3.3 Analise do artigo

Todos os parametros de adequacdo do sistema foram compativeis com as
preconizadas pela United States Pharmacopeia (USP)@). A validagdo do método
proposto foi alcangada em termos de seletividade, linearidade, exatidao, preciséao,
repetibilidade e robustez. Os valores de LDD e LDQ foram bastante baixos e
menores do que os valores dos métodos relatados.

O perfil verde foi atendido sem perda de qualidade e desempenho
cromatografico.

O objetivo do estudo foi alcangcado através das adaptacbes das condigdes

cromatograficas.

2.4 Artigo 4

O quarto artigo a ser discutido é o “A trade off between separation, detection
and sustainability in liquid chromatographic fingerprinting”" que tem como objetivo
substituir acetonitrila por etanol na fase mével de analises do extrato etandlico de
Bidens pilosa (EEBpil), sem comprometer o desempenho analitico e utilizando os
principios da QAV.

A escolha do etanol como op¢ao de solvente, se deve ao seu perfil verde e
suas propriedades fisico-quimicas vantajosas para CL, exceto pela alta viscosidade,
que pode prejudicar o desempenho das analises. A opg¢ao utilizada para contornar
este problema, foi o aquecimento da solugdo contendo etanol, pois a temperatura
elevada diminui a viscosidade.

Foram desenvolvidos um método de referéncia utilizando ACN e um método
de substituicdo utilizando EtOH, ambos estatisticamente otimizados. As condigcbes

cromatograficas ideais estao descritas na tabela abaixo.



Tabela 11 - Condi¢gbes cromatograficas usadas para analise do extrato de planta Bidens pilosa.

Método de referéncia Método de substituicao
Coluna C18 (Waters XBridge BEH, 150mm x 4,6mm x 3,5 pm)
Temperatura 30°C
Fase Movel 0,5% AcOH (v/v) e ACN 0,5% AcOH (v/v) e EtOH
Gradiente 8,3-50,4% de ACN 5-63% de EtOH

20 min 30 min

Vazao 1,0 mL/min 0,8 mL/min
Ic;gzlrt:cional uv 254 nm

Fonte: FUNARI, et al.,

2014a.

Figura 12 - Cromatogramas do método de referéncia e do método de substituigéo.
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Fonte: FUNARI, et al., 2014a.
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Cromatogramas CLAE-UV da EBBpil a 254 nm; Coluna: XBridge BEH, 150mm x 4,6mm x 3,5um. Fase
movel: 0,5% AcOH (v/v) e ACN (a) ou EtOH (b). Gradientes: (a) 8,3-50,4% de ACN em 20 min; e (b)

5-63% de EtOH em 30 min. Vazdo: 1,0 mL/min (a) e 0,8 mL/min (b).

Posteriormente, foi realizada uma investigagcdo a respeito da temperatura, ja

que esta pode influenciar no desempenho e na seletividade da analise. Estudos

estatisticos e projetos fatoriais foram realizados e a condigdo cromatografica prevista

como 6tima, na teoria, ndo demonstrou o resultado esperado na pratica devido a falta

de ajuste. A partir deste experimento, foi desenvolvido um método empirico com as

condigdes ideais (5-50,9% de EtOH em 22 min e 80°C). Ambos os métodos estao

descritos na tabela abaixo.
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Tabela 12 - Condigbes cromatograficas usadas para analise da EBBpil. com EtOH como FM e em
diferentes temperaturas.

Temperatura 80°C 55°C

Coluna C18 (Waters XBridge BEH, 150mm x 4,6mm x 3,5 um)

Fase movel 0,5% (v/v) AcOH e EtOH

Gradiente 5-50,9% de EtOH 5-55% de EtOH
22 min 30 min

Vazao 0,8 mL/min

Detector UV 254 nm

Fonte: FUNARI, et al., 2014a.

Figura 13 - Cromatogramas das analises de EBBpil. com EtOH em diferentes temperaturas.
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Fonte: FUNARI, et al., 2014a.

Analisando os cromatogramas da Figura 12 e da Figura 13, é possivel
observar que o aumento da temperatura desempenhou um papel positivo na analise,
aumentando a eficiéncia da separagdo. O numero meédio de picos por minuto para o
método com EtOH a 30°C foi de 2,87 + 0,06, para o método com EtOH a 80°C foi de
4,11 £ 0,09 e para o método com ACN a 30°C foi de 4,28 + 0,02, ligeiramente maior
do que o método EtOH a 80°C.

Para poder medir e comparar os métodos desenvolvidos, foram utilizadas as
métricas GCFR e HPLC-EAT, ja citadas anteriormente, acrescentadas a Demanda
Cumulativa de Energia (DCE) e ao consumo CLAE. O DCE calcula a energia utilizada

durante a produgao do solvente menos a energia recuperada durante o tratamento do
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mesmo. Ja o consumo CLAE calcula a energia utilizada pelo sistema para realizar a

analise.
A juncdo desses valores, resulta em wuma métrica final chamada
Comprehensive Metric to Compare Liquid Chromatography Methods (CM),

representada pela Equacgao 2.

~ GCFR
HPLC — EAT x E

(2)

S+§

Sendo Es+s a energia consumida pelo sistema CLAE mais o DCE. Um valor de
CM superior, indica um melhor método abrangendo todas as métricas apresentadas.

Segue na Tabela 13, os valores obtidos para os métodos desenvolvidos.

Tabela 13 - Comparacao dos desempenhos dos métodos desenvolvidos com ACN a 30°C (1) e com
EtOH a 30°C (2) e 80°C (3).

Método GCFR  HPLC-EAT Consumo CLAE (kwh) CED? (kwh) HPLC-EAT xEs:is  CM

1 27,803 291 0,18 0,30 x 10 5,24 5307,1
2 17,055 18,9 0,25 1,12 x 10* 4,72 3607,9
3 26,471 12,4 0,37 0,73x 10+ 4,59 5763,8

Fonte: FUNARI, et al., 2014a.
a) os valores de DCE sao baseados nos apresentados por Capello et al. recalculado para 6,40, 7,42 e
4,879 de solvente organico consumido por corrida com os métodos 1, 2 e 3, respectivamente.

De acordo com a Tabela 13, o maior valor de CM foi alcangado pelo método
com EtOH a 80°C, seguido pelo método com ACN a 30°C e por ultimo o método com
EtOH a 30°C. Os dois primeiros métodos demonstraram boa separagao, com valores
muito proximos, porém, o método utilizando EtOH a 80°C obteve um valor liquido

superior devido ao seu perfil mais verde.

2.4.1 Analise do artigo

Para contornar a alta viscosidade do etanol, foi realizado um método com
temperatura elevada. O uso da alta temperatura ndo sé diminuiu a viscosidade do
solvente, mas também demonstrou ser capaz de aumentar a seletividade e eficiéncia
das analises. O aumento da temperatura também permitiu uma reducdo na
quantidade de solvente utilizado, devido ao aumento da forga eluotropica da agua na

FM, atingindo mais um principio da QAV.
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Durante todo o trabalho, foram abordados 7 dos 12 principios da QAV,

distribuidos entre a fase de tratamento da amostra, a fase de desenvolvimento dos
meétodos e durante o processo de analise.

A substituicdo da acetonitrila por etanol somada a uma temperatura adequada,
mostrou um bom desempenho na analise realizada. De acordo com os resultados, o
método com EtOH a 80°C foi melhor do que o método de referéncia com ACN a
30°C.

2.5 Artigo 5

O quinto artigo a ser discutido é o “Alternative solvents can make preparative
liquid chromatography greener’? que tem como objetivo testar solventes orgénicos
alternativo, mais ecolégicos do que metanol, acetonitrila e THF na CLAE preparativa.

A escolha dos solventes alternativos foi feita através da lista da Pfizer de
solventes preferidos (em relacéo ao perfil verde), do triangulo de Snyder (em relagéo
ao grupo de seletividade) e das propriedades fisico-quimicas. Os solventes
escolhidos para substituir MeOH, ACN e THF foram EtOH, acetona e acetato de etila.

Para avaliar os solventes, foi utilizado um grupo de ftrilactonas terpénicas
(TTLs), sao elas ginkgolideo A (GA), B (GB), C (GC), J (GJ) e bilobalideo (BB). A
mistura ternaria utilizada como método de referéncia para separacdo de TLLs foi
metanol-THF-agua (20:10:70), em uma coluna UHPLC 100mm, com Rsmin de 3,13 e
tempo total de execugao no modo isocratico inferior a 10 min.

Para a otimizacdo do processo, foram necessarias duas etapas, primeiro a
utilizacdo de um design simplex, que encontra duas composigdes de solventes com
boa separagao dos analitos e, posteriormente, as condigbes sao convertidas do
modo isocratico para gradiente para que o software de simulacdo CLAE calcule,
dentre varios cromatogramas atribuidos, um gradiente ideal.

Na primeira etapa, varias propor¢gbes de agua-modificador orgéanico foram
testadas isocraticamente para determinar 15 composi¢cdes com fatores de retencéo
médio (k’) proximos ao do método de referéncia. Essas composicoes estao
distribuidas em um triangulo de sistema ternario, onde as composigdes que possuem
as melhores resolugdes minimas (~4) estdo posicionadas em uma linha reta. Com
isso, foi deduzido que a composicao ideal estava proximo a essa linha e, portanto,

foram selecionadas as composi¢cdes dos extremos da reta para a proxima etapa,
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agua-etanol-acetato de etila (83: 9,5: 7,5) e agua-acetona-acetato de etila (76: 20,25:

3,75).

Na segunda etapa, as condigdes isocraticas foram convertidas em condi¢des
gradiente para executar o software de simulacdo CLAE. Apds algumas corridas, foi
estabelecida uma eluicdo de 6 min em gradiente 5% a 80% B para acetona-acetato
de etila-agua e uma eluicdo de 6 min em gradiente de 5% a 70% B para
etanol-acetato de etila-agua. Para uniformizar e tornar os métodos reproduziveis,

ambos foram executados de 6% a 100% B.

Tabela 14 - Conversao das condi¢des isocraticas para gradiente e trés composi¢cdes de fase moével
finais para usar no software.

B1 50% B2 em B1 B2
Isocratico Fase movel Acetona-acetato de - Etanol-acetato de
etila-agua etila-agua
Razao 20,25: 3,75: 76 - 9,5:7,5:83
Gradiente Fase moével A Agua
Composigéo 100%
Fase moével B Acetona-acetato de Acetona-etanol- acetato Etanol-acetato de
etila-agua de etila-agua etila-agua
Composigéo 67,5:12,5: 20 33,75:19,55: 21,7: 25 39,1: 30,9: 30

Fonte: SHEN, et al., 2015.

As trés composicoes finais de fase moével mostradas na Tabela 14, foram
utiizadas em corridas de 6 min e 8 min e em 25°C e 50°C, gerando 12
cromatogramas experimentais. A partir destes cromatogramas, o software calculou o
gradiente ideal para a separagao dos 5 TTLs. O gradiente ideal encontrado foi 22%
B2 em B1 usado como fase moével B (correspondente com agua-acetona-
EtOH-acetato de etila (22,2: 52,65: 8,6: 16,55), temperatura de 22,5°C e gradiente
linear de 1% a 38,56% em 12,28 min). Nessas condi¢des, a Rsmin prevista foi de 4,8
(para GC e BB). Mantendo a composi¢gao da FM e a temperatura da coluna, o
software obteve uma maior otimizacdo de gradiente, com Rsmin de 5,14 (para GJ e
GC) e gradiente de 10,46 min. Este ultimo, foi selecionado como a melhor condi¢cao

para a verificagao experimental.
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Tabela 15 - Melhores condi¢gdes de gradiente e escalonamento de UHPLC via CLAE para CLAE
preparativa.

UHPLC CLAE analitica CLAE preparativa

Tempo (min) B% Tempo (min) B% Tempo (min) B%
0 21 0 21 0 21

3,72 21 11,5 21 12,25 21
4,86 30 11,66 30 12,38 30
7,37 30 17,68 30 18,78 30
10,46 59 25,09 59 26,65 59

15 21 35,99 21 30 21

Fonte: SHEN, et al., 2015.

A partir da otimizacdo, foi realizado o experimento com o gradiente e as
condigbes selecionadas, possibilitando a comparagdo dos cromatogramas. Para a
CLAE preparativa, as condi¢cbes foram ampliadas através de calculos para a coluna
CLAE preparativa (250 x 22mm).

Figura 14 - Comparacado dos cromatogramas do método de referéncia, simulado, experimental e

CLAE preparativa.
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Fonte: SHEN, et al., 2015.

a) Cromatograma de referéncia de 5 TLLs com metanol-THF-agua (2:1:7) como FM; b) cromatograma
simulado para FM ideal do UHPLC; c) cromatograma experimental para FM ideal do UHPLC;
cromatogramas a e c obtidos em uma coluna C18 100 x 2,1mm a 0,20 mL/min; d) cromatograma de
pHPLC para FM ideal em uma coluna C18 250 x 22mm, 480 mg injetado.
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Comparando os cromatogramas simulado e experimental, ndo coincidiram

perfeitamente, mas a resolucdo e o perfil dos picos foram coerentes. A resolucéo
minima determinada experimentalmente superou a resolucédo simulada, 5,76 e 5,14
respectivamente, e ambas foram muito superiores ao método de referéncia, 3,13. Os
tempos de analise foram similares, em torno de 10 min. A analise CLAE preparativa

preservou a linha base da separagao.

2.5.1 Analise do artigo

A substituicdo dos solventes toxicos por etanol, acetona e acetato de etila
demonstrou um bom resultado. A resolu¢do minima alcangada (5,76) foi bem
superior a de referéncia (3,13), demonstrando ser mais eficiente. A ampliagédo do
método para CLAE preparativa foi realizada com sucesso, a seletividade nao foi

afetada e a linha base de separacgéao foi mantida.
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3 CONCLUSAO

O etanol foi considerado, por todos os artigos revisados, uma 6tima opgao de
solvente alternativo, devido ao seu perfil verde e suas propriedades fisico-quimicas.
Para contornar a alta viscosidade do etanol, alguns estudos reduziram a vazao e
outros elevaram a temperatura da analise, ambos os métodos funcionaram muito
bem.

A substituicdo de solventes toxicos por etanol é facilmente aplicavel, pois além
das opcdes que exigem adaptagao da instrumentacéo, a substituicado pode ser feita
apenas ajustando as condi¢gbes cromatograficas de um sistema CLAE convencional.

A utilizacdo do etanol na fase modvel, comprovou ser possivel tornar os
métodos mais ecoldgicos, mais econdmicos e até mesmo mais eficientes do que os
métodos de referéncia.

Muitas estratégias podem ser aplicadas separadamente ou em conjunto para

tornar um método mais ecoldgico, além da substituicdo de solventes.
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