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RESUMO

Citrus aurantium L. var. amara. (CA) é uma arvore pertencente a familia Rutaceae
que apresenta a amina adrenérgica p-sinefrina como principal constituinte de seus
frutos. A p-sinefrina constitui-se uma feniletilamina similar em termos estruturais com
a efedrina, principal alcaldide do género Ephedra (Ephedraceae). Em abril de 2004,
apods a proibicao da utilizacdo de suplementos alimentares contendo Ephedra e/ou
efedrina pela agéncia americana FDA (Food and Drug Administration), suplementos
conhecidos como “Ephedra-free”, geralmente contendo CA associado com extratos
de outras plantas, proteinas e aminoacidos, foram lancados no mercado
internacional. A quantificacdo de p-sinefrina em produtos derivados de CA
geralmente €& realizada por cromatografia a liquido acoplada a detector de
ultravioleta (CLAE/UV ou CLAE/DAD). A principal limitagdo desta metodologia deve-
se a falta de especificidade. Um método apropriado para quantificacdo desta amina
por extracdo em fase sélida (SPE) e cromatografia a gas acoplada com detector de
ionizagdo de chama (CG/DIC) e detector de massas (CG/EM) em produtos de
origem vegetal ainda ndo se encontra disponivel. Assim, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver e validar um novo procedimento mais seletivo para a quantificagao e
identificacdo de p-sinefrina em produtos derivados de CA por CG/DIC, seguido pela
confirmacdo por CG/EM, apods clean-up por SPE e derivacdo. Derivados
trifluoroacetilados e oxazolidinas foram preparados, apds reagdao com anidrido
trifluoroacético e cicloexanona, e analisados por ressonancia magnética nuclear
(RMN 'H e ™C), CG/DIC e GC/EM. Cartuchos de troca iénica (SCX) e a
cicloexanona apresentaram melhor desempenho como fase estacionaria e reagente
de derivacéao, respectivamente. O método de CG/DIC apresentou-se linear na faixa
de concentragdo de 125-500 mg% (r=0,9997; R?= 0,9993; y = 535,11x-30063). A
precisao intra-dia (expressa como DPR%) foi de 3,60% e a precisao inter-dias foi de
3,59%. A recuperagcao média estabelecida a partir do extrato de CA foi de 78,1 +
3,64%. Melhor seletividade foi alcangada por confirmagao do derivado oxazolidina
de p-sinefrina por CG/EM. O método validado foi aplicado para a analise de p-
sinefrina em derivados de CA como frutos, extrato e composto emagrecedor com

resultados satisfatorios.

Palavras-chave: Citrus aurantium, p-sinefrina, Rutaceae.






ABSTRACT

Development and validation of gas chromatography method for quantification

of p-synephrine in Citrus aurantium

Citrus aurantium var. amara (CA) is a plant belonging to the Rutaceae family,
characterized by the presence of adrenergic amine p-synephrine in its fruits. p-
Synephrine is a phenyletilamine structurally similar to ephedrine, the main active
component of plants of the genus Ephedra (Ephedraceae). After the ban of Ephedra
and/or ephedrine in dietary supplements in April 2004 by FDA (Food and Drug
Administration), “Ephedra-free” products generally containing CA associated with
other herbs extracts, proteins, and aminoacids, gain the international market. The
quantification of p-synephrine in products containing CA is currently out by HPLC/UV
or HPLC/DAD analysis. The limit of this approach is that of lack in the specificity. An
appropriated method to the quantification of this amine by solid phase extraction
(SPE), gas chromatography method with flame ionization detection (GC/FID) and
mass spectrometry detector (GC/MS) in herbal products, need to be developed. In
this way, the aim of this study was to develop and validate a new procedure for
quantification and identification of p-synephrine in CA products based on GC/FID
followed by GC/MS confirmation analysis, after clean-up by solid phase extraction
and derivatization. Trifluoroacetylated derivatives and oxazolidines were prepared
after reaction with trifluoroacetic anhydride and cyclohexanone (CH), respectively,
and were subjected to analysis by nuclear magnetic ressonance (NMR 'H and '°C),
GC/FID and GC/MS. The results indicate that SCX stationary phase for SPE and CH
agent afforded the best performance. The GC/FID method developed was validated
and was found to be linear in the range of 125-500 mg% (r=0.9997; R?= 0.9993; y =
535,11x-30063). Intra-day precision (calculated as %R.S.D) was 3.60% and inter-
day precision was 3.59%. Mean recovery from extract of CA was 78.1 + 3.64%. The
method selectivity was further improved by confirmation of oxazolidine derivative of
p-synephrine by CG/MS. The validated method was applied to analysis in products

containing CA like extract, fruits and weight loss preparation with satisfactory results.

Keywords: Citrus aurantium, p-synephrine, Rutaceae






1. INTRODUCAO






A p-sinefrina € uma amina simpatomimética de acao indireta que compartilha
similaridade estrutural com a adrenalina, efedrina e a fenilpropanolamina (COLKER
et al.,, 1999; FUGH-BERMAN e MYERS, 2004; BOUCHARD et al., 2005). Foi
introduzida como farmaco sintético, na forma de racemato, por suas propriedades de

vasoconstricao e broncodilatagcao (MATTOLI et al., 2005).

Na natureza € encontrada sob a forma de (R)-(-)-p-sinefrina (PELLATI et al.,
2005), em plantas (Rutaceae, Amaryllidaceae, Moraceae) e animais, incluindo o
homem (WHEATON e STEWART, 1970; FUGH-BERMAN e MYERS, 2004). Esta
presente em produtos derivados de citricos, sendo obtida, principalmente, da casca
e do fruto da laranja-amarga, conhecida como Citrus aurantium L. (CA)
(DHARMANANDA, 2002; GROLLMAN, 2005; MATTOLI et al., 2005; PELLATI et al.,
2005).

O consumo de produtos contendo CA passou a despertar interesse
econdmico e cientifico apds a proibicdo do uso de preparacdes a base de efedra
(Ma Huang, Ephedra sp.), em suplementos alimentares pela Food and Drug
Administration (FDA) em 2004, devido a associagédo estabelecida entre o consumo
destes produtos com o6bitos e sérios efeitos adversos como ataques cardiacos,
derrames cerebrais, hipertensdo e problemas psiquiatricos (FUGH-BERMAN e
MYERS, 2004; GROLLMAN, 2005; SCHEKELLE, 2006).

Atualmente extratos de CA estao sendo livremente utilizados nestes produtos,
em substituicdo a efedrina, indicados para a perda de peso e ganho de massa
muscular (FIRENZUOLI, 2005). A venda anual destes suplementos, conhecidos
como efedra-free, ja supera um bilhdo de dolares e a expectativa € que continue
crescendo exponencialmente (GROLLMAN, 2005).

Os extratos comerciais de CA sdo padronizados com proporgdes que variam,
geralmente, entre 4 a 6% de p-sinefrina, sendo relatados casos extremos onde o
teor pode chegar a 95% (AVULA et al., 2005). Estes extratos diferem dos materiais
in natura por apresentarem conteudo consideravelmente maior do que o
normalmente encontrado em fontes naturais (DHARMANANDA, 2002). Sdo estes

extratos enriquecidos que s&o utilizados em suplementos alimentares e em



compostos emagrecedores que, em geral, contém de 100 a 200 mg do extrato de
CA por dose (BLUMENTAL, 2005).

A composicdo de produtos derivados de CA destinados a perda de peso é
bem variavel e complexa. Varios ingredientes podem ser associados como minerais,
vitaminas e outros principios ativos de efeito sinérgico presentes em extratos
vegetais, como cafeina em cha-da-india (Thea sinensis), guarana (Paullinia cupana)
e noz-de-cola (Cola acuminata), salicina em salgueiro (em Salix sp.) e efedrina (em
Ephedra sp., Ma-Huang), potencializando seus efeitos e, consequentemente, os
riscos associados (FUGH-BERMAN e MYERS, 2004; FIRENZUOLI et al., 2005;
HALLER, 2005; SCHEKELLE, 2006).

A complexidade das amostras comerciais e as peculiaridades estruturais da
molécula da p-sinefrina, como elevada polaridade, baixa volatilidade e instabilidade
térmica (PELLATI e BENVENUTI, 2007a), constituem-se em fatores limitantes para o
controle de qualidade destes produtos. Embora a maioria dos métodos propostos
para a quantificagdo de p-sinefrina utilize cromatografia em fase liquida com
deteccdo por UV (CLAE/UV), a CLAE apresenta limitagdes quando empregada para
andlise de matrizes complexas encontradas em compostos emagrecedores e
suplementos alimentares, como a inespecificidade associada a coeluicdo de
analogos estruturais e outros interferentes (MATTOLI et al., 2005, SANDER et al.,
2005; PUTZBACH et al., 2007b).

Uma vez que a p-sinefrina é o principio ativo dos extratos de CA, um método
capaz de separar, identificar e quantificar simultaneamente esta amina constitui-se
em uma importante ferramenta para assegurar a qualidade destes produtos
(PELLATI, 2005). Neste contexto, a cromatografia a gas (CG) representa uma
alternativa importante e ainda pouco explorada. A possibilidade de hifenizacdo do
CG com um detector de massas (CG/EM) representa um diferencial. A obtencéo da
massa molecular reduz o numero de possibilidades estruturais possibilitando a
identificagcdo com alto grau de confianga (MATTOLI et al., 2005; BARNES et al.,
2006; MARCHEI et al., 2006; PELLATI e BENVENUTI, 2007a). Entretanto, a analise
de p-sinefrina por CG apresenta algumas dificuldades como a complexidade da

matriz, necessidade de etapas de clean-up e derivagao.



MARCHEI e col. (2006) é a unica citacdo encontrada na literatura sobre
analise de p-sinefrina em suplementos alimentares, empregando um procedimento
de extragdo com cloroférmio:isopropanol, em meio basico, seguido pela derivagéo
do extrato seco com anidrido pentafluoropropionico (PFPA) e analise por CG/EM.
Embora este método tenha se mostrado adequado para a quantificagdo, ele
apresenta algumas desvantagens como, por exemplo, a nao seletividade do
procedimento de extragdo, os reagentes halogenados empregados sao toxicos e o
espectro de massas do derivado obtido por reacdo com PFPA n&o exibe o ion

molecular.

Para possibilitar a analise de p-sinefrina por CG em amostras complexas,
procedimentos alternativos de extracdo, clean-up e derivacdo devem ser
desenvolvidos. Neste sentido, este trabalho se propbe a investigar métodos
alternativos de clean-up e obtengao de derivados volateis da p-sinefrina, bem como
desenvolver e validar um método analitico por CG/DIC, capaz de separar e
quantificar esta amina apds clean-up e derivagdo prévia, com confirmacédo por
CG/EM. Devido a maior complexidade da matriz presente em preparagdes
comerciais, inicialmente o procedimento sera desenvolvido para os extratos de CA e,
posteriormente, adaptado para avaliacdo da futura aplicagdo do método para analise
de compostos emagrecedores e misturas equivalentes as empregadas em

suplementos alimentares.






2. OBJETIVOS






2.1. Objetivo geral:

Estabelecer e validar metodologia para quantificagdo de p-sinefrina, em
produtos derivados de CA, por cromatografia a gas com detector de ionizagdo de
chama (CG/DIC) seguido por confirmagao por cromatografia a gas com detector de
massas (CG/EM).

2.2. Objetivos especificos:

- Estabelecer e otimizar métodos alternativos para a derivacdo de p-sinefrina para

analise por cromatografia a gas;

- Estabelecer protocolo de clean-up dos extratos de CA por extracdo em fase sélida
(SPE);

- Estabelecer e validar metodologia para quantificagdo e analise de p-sinefrina, em
extratos de CA, por cromatografia a gas com detector de ionizagcdo de chama
(CG/DIC) e confirmar os resultados por cromatografia a gas acoplada com detector
de massas (CG/EM);

- Comparar os resultados da quantificacdo de p-sinefrina, em frutos de CA por
cromatografia a gas, com os previamente obtidos e validados pelo nosso grupo de
pesquisa por cromatografia em fase liquida com detector de arranjo de diodos
(CLAE/DAD).






3. REVISAO BIBLIOGRAFICA






3.1. Generalidades

Do ponto de vista estrutural, a p-sinefrina (Figura 3.1) € uma feniletilamina
com substituicbes na posigdo 4 do anel aromatico, no carbono B e no atomo de

nitrogénio da cadeia lateral.

CH

NHCHs
HO

Figura 3.1: Formula estrutural da p-sinefrina (modificado de BOUCHARD e col.,
2005).

Esta amina é um metabdlito comum de produtos derivados de citricos, sendo
obtida, principalmente, da casca e do fruto da laranja-amarga, conhecido como
Citrus aurantium (DHARMANANDA, 2002; GROLLMAN, 2005; PELLATI et al., 2005;
MATTOLI et al., 2005).

Citrus aurantium L. var. amara. (CA) € uma arvore frutifera pequena, em torno
de 5 metros de altura, pertencente a familia Rutaceae (FUGH-BERMAN e MYERS,
2004; MARCHEI et al., 2006). E nativa do sudoeste asiatico sendo cultivada em
pomares domésticos em todo o Brasil. Os frutos (Figura 3.2) sdo globosos do tipo
baga, com casca grossa e rugosa, de sabor amargo contendo muitas sementes
(HARRI e MATOS, 2002).

(a) (b)

Figura 3.2. Fruto verde (a) e maduro (b) de Citrus aurantium L. var. amara (CA).
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O fruto imaturo do CA contém flavondides (até 10%) e aminas adrenérgicas,
principalmente, a p-sinefrina (0,2%) (MATTOLI et al., 2005). Em geral, os
precursores biossintéticos, octopamina e a tiramina, ndo sdo detectados (PELLATI
et al., 2002). A casca contém, também, furanocumarinas, terpenos como o limoneno
e flavondides como a hesperidina, naringina, e tangeretina (FUGH-BERMAN e
MYERS, 2004).

O teor de p-sinefrina presente em frutos imaturos de origem chinesa fica em
torno de 0,25% (CHANG e BUT, 1986; AVULA et al., 2005), o que € equivalente ao
conteudo relatado para frutos secos coletados no Japao (OHTA et al. 1994). Em
sucos de CA, a concentragado de p-sinefrina varia entre 5 e 6% (PENZAK et al.,,
2001).

ARBO (2008) determinou o teor de p-sinefrina em frutos e folhas de CA,
coletados em diferentes localidades da regido metropolitana de Porto Alegre, entre
dezembro de 2003 e janeiro de 2006. Os resultados obtidos variaram entre 0,02 a
0,05% e demonstraram que a p-sinefrina ocorre em todas as partes do fruto, com
teor maior nas cascas e que a concentracdo da amina diminui com o aumento do

didmetro do fruto, dado relatado previamente por HOSODA e col. (1990).

Os frutos de CA possuem sabor amargo e raramente sao utilizados para fins
alimenticios. Entretanto, a casca € muito utilizada para a preparagao de geléias e
doces (HARRI e MATOS, 2002; FUGH-BERMAN e MYERS, 2004). As flores e as
folhas fornecem Oleos essenciais muito apreciados pela industria de perfumes
(HARRI e MATOS, 2002), denominados 6leo de neroli e Oleo petit grain,

respectivamente.

Os produtos derivados de CA sao muito utilizados por suas propriedades
medicinais (FUGH-BERMAN e MYERS, 2004). Zhi Shi € uma preparacao obtida a
partir do fruto seco e imaturo de CA utilizada na Medicina Tradicional Chinesa por
mais de 5.000 anos, sendo indicada para tratar problemas digestivos, distensao
abdominal, disenteria ou constipacdo (BLUMENTHAL, 2005). A dose diaria
recomendada varia entre 3,0 a 9,0 gramas da planta representando, teoricamente,
de 7,5 a 22,5 mg de p-sinefrina, considerando um teor de 0,25% (DHARMANANDA,
2002). Na China, a infusdo intravenosa de extratos de CA é utilizada no tratamento
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do choque anafilatico e em problemas cardiacos (FUGH-BERMAN e MYERS, 2004;
BLUMENTHAL, 2005; MATTOLI et al., 2005). Outros usos medicinais relatados para
CA sédo como antifungico, estimulante, sedativo, tratamento da anemia, ulceragéo
produzida pelo frio, fraqueza geral, hemorragia da retina, ulceras duodenais e
prolapso do utero ou anus (TRACY e KINGSTON, 2007).

Além do CA, outras espécies do género Citrus (C. reticulata, C. sinensis, C.
deliciosa) acumulam p-sinefrina podendo apresentar, inclusive, quantidades
superiores aquelas encontradas na laranja-amarga (STEWART et al., 1964; AVULA
et al., 2005). Segundo ARBO (2008), a presenca desta amina em frutos de diversas
espécies de Citrus coletados em Porto Alegre varia entre 0,03-0,143%. De acordo
com os estudos realizados por VIEIRA e col. (2007), sucos de laranja-doce adquiridos

no mercado brasileiro, contém em média 1,6% de p-sinefrina.
3.2. Caracteristicas quimicas e biossintese da p-sinefrina

A p-sinefrina € uma substancia de carater basico (pka = 10,2 — NH), polar e
soltvel em agua (NIEMANN e GAY, 2003; PELLATI e BENVENUTI, 2007b). E muito
similar a outras aminas simpatomiméticas como a efedrina, diferindo desta apenas
na presenca de uma hidroxila no anel aromatico e auséncia de um grupo metila da

cadeia lateral, como ilustrado na Figura 3.3.

OH OH

CHs

MHCHS MHCHS
HO

(a) (b)

Figura 3.3. Similaridade estrutural entre (a) p-sinefrina e (b) efedrina (PELLATI,
2005).

Devido a sua atividade farmacoldgica, carater alcalino e origem biossintética,
muitos autores (GANZERA et al., 2005; PELLATI e BENVENUTI, 2007a; PUTZBACK
et al., 2007a; PUTZBACK et al., 2007b) classificam a p-sinefrina como um alcaléide.

Entretanto, levando em consideragdo a sua ocorréncia em plantas e animais,
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consideramos esta classificagdo inadequada. Ainda, existe alguma confusdo na
literatura com relagdo ao isbmero de sinefrina que estaria presente em CA (ALLISON
et al., 2005; HAAZ, 2006; PENZAK et al., 2001). Alguns autores referem,
equivocadamente, a m-sinefrina (fenilefrina) como metabdlito natural (BLUMENTHAL,
2005).

Do ponto de vista biossintético, nos vegetais, a p-sinefrina € formada a partir
da tiramina, via descarboxilagdo da tirosina, conforme apresentado na figura 3.4
(WHEATON e STEWART, 1969; PELLATI e BENVENUTI, 2007a).

tirosina tiramina octopamina p-sinefrina  oH H

—_— —_—
HO COOH

_U
=
jz
=

‘m

HO oD
T L =
HO COOH

dopa doparmina norepineftina epinefrina

K DBH

Figura 3.4. Relagdo biossintética da octopamina e p-sinefrina com as rotas
metabdlicas de produgao de catecolaminas e fenolaminas a partir da p-tirosina; TH:
tirosina hidroxilase; DD: dopa descarboxilase; DBH: dopamina beta-hidroxilase;
PNMT: feniletanolamina-N-metiltransferase (modificado de EVANS (1988) e
IKEMOTO (1995).

Constitui-se em uma amina quiral que ocorre na natureza apenas na sua
forma levogera, enquanto o equivalente sintético esta disponivel na forma de
racemato (PELLATI e BENVENUTI, 2005). A configuragdo absoluta da (-)-p-
sinefrina € R, sendo estabelecida por estudos de difragdo de raios X apds a
preparagao do anion (-)-3-bromo-canfora-8-sulfonato (MIDGLEY et al., 1989). As

estruturas dos enantibmeros de p-sinefrina sdo apresentadas na figura 3.5.
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(a) (b)

Figura 3.5. Enantibmeros da p-sinefrina (a) (R)-(-)-p-sinefrina (b) (S)-(+)-p-sinefrina
(PELLATI, 2005).

Além de serem encontradas em plantas, a p-sinefrina, a tiramina e octopamina
ocorrem também em bactérias e em animais, incluindo o homem. Elas séo
comumente chamadas de aminas tragco ou elusivas devido a sua baixa quantidade
enddgena. Estas aminas podem fazer parte da dieta (alimentos derivados de citricos,
chocolate, queijos, vinhos) ou, ainda, serem sintetizadas através de uma rota
metabodlica de produgdo de aminas classicas conforme apresenta a figura 3.4
(D’ANDREA et al., 2006; VIEIRA et al., 2007). Esta rota é diferente da observada em
plantas, provavelmente, devido as diferencas de especificidade de substrato
(WHEATON e STEWART, 1969).

Apos serem sintetizadas, as aminas traco sdo armazenadas no Sistema
Nervoso Autdbnomo (SNA). Atualmente acredita-se que desordens no metabolismo de
tais aminas estejam relacionadas com muitos disturbios visto que os seus niveis
encontram-se alterados em casos de enxaqueca e outros tipos de dores de cabecga
(LINDEMANN e HOENER, 2005; D’ANDREA et al., 2006), além de depresséo,
esquizofrenia, epilepsia, doenga de Parkinson e hiperatividade (BRANCHEK e
BLACKBURN, 2003; LINDEMANN e HOENER, 2005).

3.3. Preparacdes comerciais contendo CA e/ou p-sinefrina

Na Europa, a p-sinefrina também é conhecida com o nome de Oxedrina,
sendo utilizada na forma de tartarato para o tratamento da hipotensédo pelas vias
oral, subcutanea, intramuscular ou intravenosa. A dose usual empregada é de 100
mg a 150 mg, trés vezes ao dia (DHARMANANDA 2002; HAAZ et al., 2006). O
tartarato de p-sinefrina também é utilizado como descongestionante nasal e ocular
(BOUCHARD et al., 2005).
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Medicamentos industrializados contendo p-sinefrina nao sao disponiveis no
Brasil. Apenas sao comercializadas preparacdes contendo extratos de CA,
consideradas medicamentos fitoterapicos, devendo atender critérios de qualidade,
segurancga e eficacia estabelecidos em legislagdo especifica (BRASIL, 2004). De
acordo com consulta eletrénica realizada a ANVISA, atualmente, ndo ha nenhum

fitoterapico registrado contendo CA destinado a perda de peso (GMEFH, 2008).

Nos Estados Unidos e na Europa, produtos contendo extratos de CA nao séo
considerados medicamentos, sendo comercializados como suplementos dietéticos
(MATTOLI et al., 2005; MARCHEI et al., 2006). De acordo com a legislagao
americana, os suplementos alimentares podem conter varios constituintes como
vitaminas, minerais, extratos de plantas, aminoacidos, etc (DIETARY, 2006)
podendo ser adquiridos ou dispensados livremente, em varios locais como
academias, supermercados, farmacias, lojas especializadas no ramo ou por meio da
internet (GRAY e WOOLF, 2005; MARCHEI et al., 2006; DIETARY, 2006). Contudo,
conforme as especificacdes da lei americana, os suplementos dietéticos ndo podem
ser utilizados para tratar, curar, prevenir ou diagnosticar doengas ficando, portanto,
fora do controle da FDA (YUNES e CALIXTO, 2001).

Uma vez que o registro dos medicamentos fitoterapicos é legislado de forma
diferente dependendo do pais, a fiscalizagao é dificil. Em 2002, foram recolhidos do
mercado brasileiro produtos ilegais que n&o tinham registro no Ministério da Saude
(ANVISA, 2002). Atualmente, compostos emagrecedores contendo CA também
podem ser encontrados em farmacias de manipulagao, drogarias e supermercados
(LINCK, 2005; BRAUM, 2006), bem como em academias de ginastica (QUINTEROS,

2006), lojas especializadas em produtos ergonémicos e até pela Internet.

Em levantamento realizado, em farmacias e drogarias da Regido
Metropolitana de Porto Alegre/RS, constatou-se que 57,2% das farmacias e 55%

das drogarias comercializam produtos contendo CA (LINCK, 2005).

BRAUM (2006) relata que cerca de 20% dos chas disponiveis nas prateleiras
dos supermercados de Porto Alegre contém espécies citricas, principalmente CA,
sendo evidenciada presenca de p-sinefrina (por CCD e CLAE) em 70% das

amostras aleatoriamente selecionadas para analise. Alguns destes chas eram
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indicados “para acordar” - sugerindo-se que seja tomado pela manha, para ajudar a
despertar; para “depois das refeicbes” - para se evitar a sonoléncia comum apos a
alimentagdo; para “ajudar a manter a forma” - servindo como acelerador do
metabolismo; e ainda, para o combate da sonoléncia. A autora relata, também, a
comercializacdo de preparados de erva-mate (llex paraguariensis) contendo CA.
Cabe ressaltar que bebidas a base de erva-mate sdo amplamente utilizadas no Rio
Grande do Sul, onde o uso do chimarrdo (infusdo a partir da erva-mate) faz parte da

cultura dos gauchos.
3.4. Atividades farmacoldgicas

Os fabricantes de suplementos alimentares sugerem que a p-sinefrina possui
atividade especifica sob receptores B-3, menos efeitos sobre o Sistema Nervoso
Central (SNC) e sistema cardiovascular do que a efedrina. No entanto, devido a
similaridade estrutural da p-sinefrina com outras aminas adrenérgicas, acredita-se
que o uso de extratos de CA possa causar efeitos adversos similares aos
associados a efedrina e devam ser submetidos as mesmas medidas restritivas
(MARCUS e GROLLMAN, 2003; FUGH-BERMAN e MYERS, 2004).

A atividade farmacolégica das feniletilaminas € determinada por substituicoes
no anel aromatico, nos carbonos a ou B e na amina da cadeia lateral (Figura 3.1.).
As substituigdes efetuadas na posicéo 4 do anel aromatico, no carbono 3 € no grupo
aminico da cadeia lateral sugerem que a p-sinefrina pode ser um potente agonista a
e B adrenérgico. Entretanto, a introdu¢cdo de grupos hidroxila, tanto no carbono 3
quanto na posi¢cao 4 do anel aromatico, diminui, provavelmente, a sua capacidade
em penetrar o SNC (BOUCHARD, 2005).

A hidroxilagdo do anel aromatico, somente em uma posigéo, sugere que a
p-sinefrina ndo seja degradada pela catecol-O-metiltransferase. Desta forma, a sua
eficacia e duragcdo de acado seriam maiores (BOUCHARD, 2005). Quando
administrada por via intravenosa, promove vasoconstricido e aumento de pressao
arterial (HALLER et al., 2005).

A p-sinefrina € uma amina adrenérgica, de acao indireta que potencializa a
liberagdo de noradrenalina (COLKER et al., 1999; BOUCHARD, 2005). Estudos em

ratos indicam que a p-sinefrina possui atividade moderada sobre receptores o-
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adrenérgicos, sendo mais potente em a4 do que ay (KIM et al., 2001), bem como
atividade agonista B-3, em ratos (CARPENE et al., 1999) e em camundongos
(ARBO, 2008), e atividade parcial sobre a lipdlise em adipdcitos de mamiferos,
incluindo o homem (CARPENE et al., 1999). Com relacéo & perda de peso, ainda
nédo existem evidéncias cientificas concretas de que a p-sinefrina seja eficaz (BENT
et al., 2004; FUGH-BERMAN e MYERS, 2004).

3.5. Seguranca e toxicidade de extratos contendo CA e/ou p-sinefrina

Os resultados dos estudos cientificos sobre a eficacia e a segurangca de
produtos contendo CA sao contraditorios e insipientes. A argumentagcao de que o CA
tem uso milenar, na Medicina Tradicional Chinesa, vem sendo utilizada pela
industria nutracéutica como marcador de seguranga indireta. Argumentagao
semelhante foi utilizada para a efedrina. No periodo compreendido, entre 1992 até
2002, foram relatados ao FDA mais de 1000 reagdes adversas graves (ataques
cardiacos, hipertensao, batimento cardiaco irregular, dores de cabeca, derrames e
problemas psiquiatricos) e 118 6bitos associados com o consumo de suplementos
contendo efedrina (FUGH-BERMAN e MYERS, 2004; GROLLMAN, 2005;
SCHEKELLE, 2006). A utilizagdo de extratos concentrados de CA, possivelmente
associado com outras drogas e/ou farmacos simpatomiméticos, durante longos
periodos de tempo, ndo tem precedente como uso tradicional (FUGH-BERMAN e
MYERS, 2004). Inumeros casos de reagdes adversas associadas a utilizagdo de
produtos contendo CA em associagdes ja foram relatados (WHO, 2004; BOUCHARD
et al., 2005; FIRENZUOLI et al., 2005; HAAZ, 2006).

Por outro lado, existem poucos relatos de reacdes adversas relacionadas a
utilizacdo de produtos contendo exclusivamente extrato de CA (FUGH-BERMAN e
MYERS, 2004; BLUMENTAL, 2005; HALLER et al., 2005). Estudos realizados por
HALLER e col. (2005) sugerem que os efeitos cardiovasculares observados, apds a
ingestdo de suplementos efedra-free, sdo atribuidos a cafeina e outros estimulantes

presentes nestas formulagoes.

Recentemente, ARBO (2008) realizou estudos para avaliar a toxicidade aguda
e subcrdnica de p-sinefrina e de extratos de CA em camundongos por via oral. Os

resultados da avaliagdo toxicolégica aguda indicaram uma baixa toxicidade da p-
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sinefrina. Entretanto, foram observados alguns efeitos como redugao da atividade
locomotora, exoftalmia, piloerecéo e salivagdo que sugerem que a p-sinefrina possui
acgao inespecifica sobre o sistema adrenérgico, contrariando a suposta estimulagéo
especifica em receptores -3. Com relagcdo aos estudos de toxicidade crénica, nédo
foram observadas alteragbes clinicas e anatomo-patolégicas, nem morte nos
animais tratados (ARBO, 2008).

3.6. Métodos de extracdo e clean-up da p-sinefrina de extratos vegetais e
preparagdes comerciais

Com relacdo ao método de extragao, varias técnicas sdo descritas para analise
de p-sinefrina em produtos derivados de CA. Dentre os solventes mais empregados
tem-se: metanol, metanol com dimetilsulféoxido (dmso), etanol, agua destilada, agua
destilada com acetonitrila, acido cloridrico 0,37%, entre outros (GANZERA et al.,,
2005; PELLATI e BENVENUTI 2007a; PUTZBACH et al., 2007a; ARBO, 2008). A
extragcdo pode ser realizada empregando-se agitagdo magnética (PELLATI et al.,
2005), ultra-som (PELLATI e BENVENUTI, 2007b), Soxhlet (SANDER et al., 2005),
refluxo (PELLATI e BENVENUTI, 2007a), fluido pressurizado (PUTZBACH et al.,
2007a) e homogenizador de tubos (ARBO, 2008). Dependendo da complexidade da
matriz e da técnica utilizada, o tempo de extragdo pode variar entre 15 a 120
minutos (NIEMANN e GAY, 2003; PELLATI et al.,, 2005; NELSON et al., 2007;
PUTZBACH et al., 2007a).

Recentemente, PELLATI e BENVENUTI (2007b) avaliaram dois métodos de
extragdo empregando-se agitacdo magnética e sonicagdo com varios solventes
como a agua destilada, acido cloridrico 0,1 M, metanol e metanol acidificado. Para a
extragdo da p-sinefrina, o melhor resultado foi obtido com a utilizagdo da agua
destilada. Tanto a sonicagdo quanto a agitagdo magnética foram eficientes para a
extragdo da amina, sendo os resultados obtidos com a primeira ligeiramente

superiores.

Para avaliar a eficiéncia da técnica de extracdo da p-sinefrina de produtos
derivados de CA, alguns autores propdem o método de adicdo com padrdes
(PELLATI et al., 2005; MARCHEI et al., 2006). Quando empregaram este método,
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MARCHEI e col. (2006) e PELLATI e col. (2005) recuperaram, em média, 89,2% e

75,0% de p-sinefrina adicionada, respectivamente.

Em contrapartida, outros autores ndo recomendam este procedimento porque
ele nao reflete necessariamente a recuperacdo do analito presente em matrizes
vegetais complexas (ONG, 2004; SANDER et al., 2006; PUTZBACH et al., 2007b).
PUTZBACH e col. (2007b) sugerem a avaliagao da eficiéncia da extragdo com base

na massa absoluta do analito recuperada.

Métodos de extragdo nao seletivos, quando aplicados ao material vegetal,
freqUentemente, ocasionam a co-extragdo de uma quantidade relativamente grande
de componentes indesejaveis, que podem afetar severamente o desempenho da
separagao e da detecgao por cromatografia (HUIE, 2002; PELLATI e BENVENUTI,
2007a). Para possibilitar a analise cromatografica, o extrato bruto deve ser
submetido a um processo de clean-up. Para esta finalidade a SPE ¢é a técnica mais
utilizada (NYIREDY, 2004).

O clean-up de extratos vegetais por SPE é relatado para analise de p-
sinefrina por CLAE (PELLATI et al., 2005; SANDER et.al., 2005; GAY et al. 2006).
Quando comparado ao extrato liquido-liquido, o eluato obtido por SPE é mais
limpido, e praticamente livre de impurezas propiciando melhor seletividade analitica
(PELLATI et al., 2005). O estabelecimento do protocolo de SPE para analise de

produtos derivados de CA por CG, entretanto, ainda nao foi estabelecido.

A SPE é uma técnica cromatografica que consiste na particdo do analito
entre duas fases, sendo uma delas liquida (fase mével) e a outra sdlida (fase
estacionaria). Em geral, a SPE é realizada empregando-se um pequeno cartucho de
polipropileno, contendo cerca de 50 a 500 mg de sorvente com 40-60 um de
tamanho de particula (Figura 3.6), fixado no tubo através de dois filtros (LANCAS,
2004).
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Figura 3.6: Cartuchos de extracdo em fase sdlida (SPE) (GENPORE, 2008).

A capacidade de separacdo da SPE baseia-se na afinidade preferencial do
analito ou da impureza pela fase estacionaria. Os sorventes solidos podem ser
apolares, polares ou i6nicos. Quando a fase sélida é mais apolar do que a amostra, o
sorvente € chamado de fase reversa (FR). A retencao do analito pelo sorvente ocorre
por interagdes hidrofébicas do tipo Van der Waals (figura 3.7) e as separagdes
envolvem uma matriz, geralmente aquosa, polar ou moderadamente polar. O analito
de interesse € apolar ou de média polaridade. O sorvente mais popular de FR é o

grupo octadecil C4g ligado a silica.

Interagdes hidrofébicas

Grupo funcional do sorvente

Figura 3.7.: Mecanismo de retengcdo por extracdo em fase sodlida (SPE) de fase
reversa (SUPELCO, 2008).

Os sorventes de fase normal sdo mais polares do que a amostra e sao
utilizados quando o analito de interesse encontra-se em uma matriz organica. A

retencdo do analito ocorre por interacdes hidrofilicas polares como pontes de
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hidrogénio e interacdes dipolo-dipolo (figura 3.8). A silica, a alumina e o florisil sdo

exemplos destes sorventes.

Analito

/@ - NHCOCH,
H O }

Ny ™R
4

Si
I

Grupo funcional do sorvente

Interagdes Hidrofilicas

FIGURA 3.8: Mecanismo de retencédo por extragcdo em fase solida (SPE) de fase
normal (SUPELCO, 2008).

Os sorventes de troca idnica sdo utilizados para o isolamento de analitos de
carater acido ou basico presentes em solucdes aquosas. Por exemplo, analitos com
carga positiva, como as aminas, sao retidos por cargas negativas presentes em
trocadores de cations fracos, como acido carboxilico, ou trocadores fortes do tipo
SCX (strong cation exchanger), como os grupos sulfénicos [SO’3], aprisionado a

estrutura basica da silica (figura 3.9).

Analito

SO HN—R

Interagéo eletrostatica

Grupo funcional do sorvente

Figura 3.9.: Mecanismo de retengcdo por extracdo em fase solida (SPE) de troca
ibnica (SUPELCO, 2008).

As etapas de SPE encontram-se ilustradas na figura 3.10 e consistem na
ativacao do cartucho, adigcao do analito ao sorvente, eliminagao dos interferentes da

matriz, eluicdo do analito e posterior concentragao do extrato.
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Lavagem/ Aplicacéo
Condicionamento  da Amostra Lavagem Eluicgo

)

Figura 3.10: Etapas da extragdo em fase solida - SPE (CAMEL, 2003).

Quando comparada com os métodos convencionais de extragao, a utilizagao
da SPE oferece varias vantagens tais como redugcdo do consumo de solventes
téxicos; remocéo de interferentes possibilitando ganho de seletividade; protegao da
coluna analitica; concentragdo do analito; auséncia de emulsdes e possibilidade de
automagao (HUIE, 2002; SUPELCO, 2008).

3.7. Métodos de anédlise de p-sinefrina

Embora algumas farmacopéias (Ph. Jap. 2001 ; F. Port., 2002) apresentem
monografias para produtos derivados de CA, a analise de p-sinefrina, em

compéndios oficiais, ainda nao foi contemplada.

A maioria dos métodos propostos para a quantificacdo de p-sinefrina utiliza
CLAE com detecgao por UV. A falta de especificidade desta técnica representa um
limitante para a analise de matrizes mais complexas como suplementos alimentares

e medicamentos fitoterapicos.

A cafeina (SANDER et al., 2005) e a octopamina, por exemplo, podem
interferir na analise de amostras complexas de CA por CLAE/UV (MATTOLI et al.,
2005; PUTZBACH et al., 2007b; SLEZAK et al., 2007). Na analise de p-sinefrina em
matrizes complexas por CLAE/UV, empregando-se fase reversa e condicoes
isocraticas, a cafeina eluiu tardiamente da coluna dificultando a quantificacido da
amina (SANDER et al., 2005). Para contornar estes inconvenientes, alguns autores
propdem a utilizacdo de outros detectores mais especificos como o de
quimiluminescéncia (SLEZAK et al., 2007), eletroquimico (KUSU et al., 1996),
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arranjo de diodos (DAD) (HE et al., 1997; ARBO, 2008), detector de massas (EM)
(ALLISON et al., 2005; MATTOLI et al.,2005; SANDER et al., 2005; BARNES et al.,
2006; GAY et al., 2006; MARCHEI et al., 2006; NELSON et al., 2007) e ultravioleta
(UV) associado com fluorescéncia (NIEMANN e GAY, 2003; PUTZBACH et al.,
2007Db).

A utilizacdo de técnicas cromatograficas acopladas com detector de massas
(EM) vem crescendo exponencialmente nos ultimos anos e, atualmente, s&o
consideradas mais seletivas e especificas, permitindo a identificacdo inequivoca dos
componentes da amostra (PELLATI e BENVENUTI, 2007a). Dentre essas, a CG/EM
€ a mais acessivel e difundida (MARCHEI et al., 2006).

Entretanto, para possibilitar a analise de p-sinefrina por CG em amostras
complexas, procedimentos alternativos de extragao, clean-up e derivagao devem ser

estabelecidos.

MARCHEI e col. (2006) utilizaram um método de extracao liquido-liquido com
cloroférmio:isopropanol (9:1, v/v), em condi¢cdes alcalinas, seguido pela derivagéo

com PFPA, para quantificar a p-sinefrina em suplementos alimentares por CG/EM.
3.8. Derivacao da p-sinefrina

Para uma substancia ser analisada por CG ela precisa ser volatil e
termicamente estavel (CASTILHO e SILVEIRA, 1998; MARCHEI et al., 2006). A
analise direta de p-sinefrina por esta metodologia ndo é possivel devido a sua
elevada polaridade, baixa volatilidade e instabilidade térmica (PELLATI e
BENVENUTI, 2007a). Esta dificuldade pode ser superada recorrendo a modificagao
quimica dos grupos funcionais polares da molécula através da preparagdo de um

derivado adequado.

A derivacdo é a etapa final de preparacdo da amostra e consiste na
substituicdo dos grupos polares da molécula por outros menos polares melhorando
as suas caracteristicas de volatilidade, adsorcédo e estabilidade (CASTILHO e
SILVEIRA, 1998).

Os reagentes de sililagdo sdo os agentes de derivagdo mais difundidos.

Nestas reacdes, os hidrogénios ativos presentes nos grupos —OH, -SH e —NH sao
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substituidos por grupos trimetilsilil (TMS) ou tert-butildimetilsilil (TBDMS). Embora a
sililagado de grupos aminicos seja possivel, a reagcdo nao é favorecida (NICHOLSON,
1978b) pela baixa reatividade do grupo amino (KATAOTA, 1996). SEBBEN (2007)
empregou a sillagdgo com MSTFA (N-metil-N-trimetilsilil-trifluoro acetamida) e
MTBSTFA (N-(tert-butildimetilsilil)-N-metiltrifluoroacetamida) para preparar derivados
de efedrina e anfetamina. Dentre as desvantagens apontadas pela autora, podemos
citar a instabilidade do derivado com presenca de misturas de derivados N-trimetilsilil

e O-trimetilsilil e o alto custo destes reagentes.

A acilagcado é outra reacdo de derivagdo empregada para aminas primarias e
secundarias (KATAOKA, 1996). O procedimento consiste na conversdo dos
hidrogénios presentes em grupos - NH,, -NH, -OH, -SH em ésteres, tioésteres e
amidas por meio de reacdo com anidrido acético (AA), anidrido trifluoracético (ATFA)
ou anidrido pentafluorpropionico (PFPA) (NICHOLSON, 1978a). Estas reagdes
podem ser catalisadas por calor (MARCHEI et al., 2006), por meio acido (VALENTINE
e MIDDLENTON, 2000) ou basico (KATAOKA, 1996) e, geralmente, sdo realizadas
na presenga de piridina que atua simultaneamente como solvente e catalisador da
reacao (KATAOKA, 1996).

A alquilagao consiste na substituicdo de hidrogénio de grupos polares por um
grupo alquila ou arila. Acidos carboxilicos, alcoois, tidis, fendis, aminas primarias e
secundarias constituem as principais fungdes organicas que podem ser alvo para as
reacOes de alquilagédo. A alquilagdo com diazometano, seguida por reacdo com
fosgénio, foi utilizada por KONIG e col. (1986) para preparar derivados da adrenalina
e compostos relacionados, incluindo a p-sinefrina, para analise por CG/DIC.
Atualmente, a utilizagdo destes reagentes ndo é recomendada porque eles séo
extremamente toxicos, instaveis e potencialmente explosivos (NICHOLSON, 1978a;
BLACK e MUIR, 2003).

Um procedimento alternativo para a derivagdo de aminas é a condensacao
com compostos carbonilicos de aldeidos e cetonas (NICHOLSON, 1978b; CLARK,
1975; EL-HAJ et. al., 2003; SEBBEN, 2007). Para possibilitar a formagao deste tipo
derivado, o analito de interesse deve possuir dois grupos funcionais com uma

separacgao espacial adequada (SEGURA et. al., 1998) .
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Recentemente, EL-HAJ e col. (2003) e SEBBEN (2007) empregaram a
cicloexanona (CH) para a preparagao de derivados ciclicos de algumas aminas, tais
como, a efedrina, anfetamina e metanfetamina, para analise por CG. Os espectros
destes derivados sao bem caracteristicos. O anel confere rigidez a molécula

aumentando a chance de deteccéo do ion molecular.

WALKER e MASSEY (1988) e WALKER e col. (1989) realizaram estudos por
CG/EM das oxazolidinas derivadas de efedrina obtidas por reagdo com cetonas
(acetona, cicloexanona e ciclopentanona) e com aldeidos (benzaldeido e
anisaldeido). Outros estudos de oxazolidinas por EM foram realizados por
RENNEKAMP e col. (1971), VAINIOTALO e col. (1990), por LEHTELA e col. (1994).

Cabe ressaltar que, como todo procedimento analitico, a preparagao de
derivados para analise por CG requer alguns cuidados e precaugbdes como: (1) o
frasco de reagao deve ser adequado ao procedimento; (2) frascos com tampa de
teflon ndo sdo recomendados para uso com reagentes de acilagao contendo atomos
de fluor devido a possibilidade de absorgdo e hidrolise; (3) alguns reagentes
empregados em reagdes de derivagdo sédo higroscépicos necessitando cuidados no
manuseio; (4) derivados obtidos por sililagdo e acilagdo sao instaveis na presenca
de umidade e ndo podem ser armazenados, devendo ser mantidos em condi¢cdes
anidras até o momento da analise; (5) para n&o danificar a coluna do CG, o excesso
de reagentes de acilagdo, assim como o seu sub-produto, devem ser removidos
antes da injecdo (BLAU e KING, 1977; NICHOLSON, 1978a; KATAOKA, 1996;
CASTILHO e SILVEIRA, 1998).
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4.1. Padrdes e reagentes

Foram utilizados padrao de (+)-p-sinefrina adquirido na forma de base livre
(99 %, MP Biomedicals®), além de cafeina (99%, Merck®) e outras aminas como o
cloridrato de octopamina (>95%, Sigma®) e cloridrato de efedrina (99,5%, Aldrich®),

empregados para avaliagdo de seletividade do método.

As bases livres da octopamina e efedrina foram preparadas a partir da

extragdo de suas solugdes aquosas por SPE seguindo o protocolo descrito em 4.4.

Os seguintes reagentes foram empregados: (1) metanol (99,8%, Vetec®); (2)
butanol (99%, Synth®); (3) acetato de etila (99,5%, Vetec®); (4) isopropanol (99%,
Inlab®); (5) acetona (99,5%,Synth®); (6) cicloexanona (99%, Dinémica®); (7)
cicloexanona (>99,0%, Sigma®), (8) anidrido trifluoroacético (>99%, Aldrich®); (9)
anisaldeido (>99,0%, Aldrich®) (10) benzaldeido (>99,0%, Aldrich®) (11) ninhidrina
(99%, Vetec®), (12) hidroxido de amoénio (28-30%, Reagen®) e (13) acido acético
(99,7%, Quimex®).

4.2. Amostras

O extrato seco de Citrus aurantium L. (CA) foi obtido da Galena® com
especificagdo minima de 6% de p-sinefrina, confirmada através de analise por
CLAE/DAD, segundo método descrito por ARBO (2008).

O extrato seco de CA utilizado para avaliagdo da exatiddo foi adquirido em

farmacia local sendo a presencga de p-sinefrina ndo detectada por CLAE/DAD.

Para a quantificagdo de p-sinefrina, na presenca de outros extratos vegetais,
foi utilizado um composto emagrecedor contendo extrato de CA padronizado a 6%,
adquirido em farmacia de manipulacdo apresentando-se sob a forma farmacéutica
capsulas, em propor¢des equivalentes as empregadas em suplementos alimentares

com a seguinte composigao:

CItrUS @UIANTIUML.......cooiiiiiiiiice e e e e e e e e e e e e e e e e eeeerannaes 100 mg
Paullinia CUPBNA.........ooo i 250 mg
SAlIX AIDA ..o 150 mg
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Os frutos de CA foram coletados, em Porto Alegre, no més de janeiro de 2008,
de populacdes previamente identificadas pelo Professor Otto Carlos Koller da
Faculdade de Agronomia da UFRGS.

4.3. Extracao

O método de extracao foi adaptado de PELLATI e col. (2005) e ARBO (2008).
As amostras foram extraidas com agua destilada (PELLATI et al., 2005) em
homogenizador de tubos, SIEL®, modelo 026, segundo descrito por ARBO (2008). O

tempo de extragcado e o numero de ciclos foram determinados experimentalmente.
4.3.1. Frutos

Frutos verdes foram triturados em liquidificador até obter uma massa pastosa.
A seguir, pesou-se exatamente cerca de 1 g da amostra e extraiu-se o material com
agua destilada (5 mL) durante 30 minutos. Centrifugou-se a 5000 rpm por 10 minutos.
Reservou-se o sobrenadante. O residuo foi re-extraido nas mesmas condi¢des. Os
extratos foram combinados e reservados para clean-up por SPE conforme descrito
em4.4.

4.3.2. Extrato seco

Pesaram-se, aproximadamente, 15 mg de extrato seco de CA e adicionou-se
agua destilada (3 mL). O material foi extraido por 30 minutos e a seguir, centrifugou-
se a 5000 rpm por 10 minutos. O extrato aquoso (1 mL), equivalente a 5 mg do

extrato inicial, foi reservado para o clean-up por SPE conforme descrito em 4.4
4.3.3. Composto emagrecedor

Pesou-se uma quantidade de p6 equivalente a 5 mg do extrato de CA.
Adicionou-se agua destilada (3 mL) e extraiu-se por 30 minutos. Centrifugou-se a
5000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi reservado e o residuo re-extraido nas
mesmas condi¢des por duas vezes. Os extratos foram combinados e submetidos ao

clean-up por SPE conforme descrito em 4.4
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4.4. Extracdo em Fase Sdlida (SPE)

Para o clean-up por SPE foram empregados cartuchos de 100 mg e 400 mg da
marca Adsorbex e da marca Vertipak™, do tipo SCX, adquiridos da Merck® e da
Vertical®, respectivamente, juntamente com o sistema coletor de amostra a vacuo da

Vertical® apresentado na figura 4.1.

Figura 4.1: Sistema coletor de amostra a vacuo para extracdo em fase sélida (SPE)
Vertical®.

O procedimento de SPE foi adaptado de PELLATI e col. (2005) sendo que as
condicdes de eluicao foram modificadas para tornar o eluato adequado para a reagao

de derivagédo com a cicloexanona (CH).

Para garantir a retencdo adequada da p-sinefrina ao sorvente, o pH do extrato

bruto foi verificado antes do clean-up e corrigido entre 7-8 quando necessario.

Para o clean-up do extrato bruto foi executado o seguinte protocolo: Primeiro,
o sorvente foi condicionado através da passagem de 2 mL de metanol para
promover a solvatagdo dos seus grupos funcionais e remover quaisquer impurezas
presentes. Apds, o cartucho foi lavado com 2 mL de agua destilada, tomando-se o
cuidado de n&o deixar o sorvente secar para ndo comprometer a retencdo do
analito. A segunda etapa consistiu na percolagdo da amostra através do sorvente
empregando-se um fluxo baixo para permitir a retencdo do analito (1-2
gotas/segundo). Na terceira etapa, fez-se a lavagem da fase soélida com 2 mL de
agua-metanol (75:25 v/v) para retirar os interferentes da matriz. A seguir foi feita a
secagem do sorvente para eliminar a presengca de agua no extrato final. Para a
desorcao da p-sinefrina empregou-se o eluente (metanol:isopropanol:hidroxido de

amoénio; 78:20:2, v/v). A eluigao foi realizada utilizando-se trés e quatro porgdes de 1
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mL do eluente para cartuchos contendo 100 mg e 400 mg de sorvente,

respectivamente.
4.5. Derivacao
4.5.1. Preparacao dos derivados

Para a preparacdo dos derivados para CG foram empregadas reagdes de
acilacdo e de condensacdo com compostos carbonilicos. Devido a possivel
presenca de outros analogos estruturais da p-sinefrina, em suplementos alimentares
e compostos emagrecedores, foram investigadas algumas destas reagdes de

derivagado com outras aminas, como a efedrina e a octopamina.

Todas as reacgbes foram realizadas empregando-se um excesso molar do
reagente de derivagdo. Apds o término da reagdo, os produtos obtidos foram
analisados por CG/EM ou por RMN conforme descrito em 4.6 e 4.9,

respectivamente.

As reacgdes de acilagdo foram realizadas no Laboratério de Toxicologia da
Faculdade de Farmacia da UFRGS, empregando-se anidrido trifluoroacético (ATFA),
em frascos de reacdo de 1 mL, em bloco de aquecimento reacti-therm, Pierce®
(Figura 4.2). As condigbes experimentais utilizadas s&o apresentadas na tabela 4.1 e
foram adaptadas de VALENTINE e MIDDLENTON (2000) e MARCHEI e col. (2006).

Para evitar danos a coluna cromatografica, o excesso do ATFA foi eliminado
sob fluxo de nitrogénio. Antes da injecdo no CG, o produto da reagado foi

ressuspendido em acetato de etila.

Para as reacbes de condensacdo com compostos carbonilicos foram
empregados cicloexanona (CH), anisaldeido (ANISAL) e benzaldeido (BENZAL). As
reagdes foram estabelecidas, no Laboratorio de Sintese Organica do Instituto de
Quimica da UFRGS, em baldo de 5 mL, em chapa de aquecimento com banho de
o0leo, com agitagdo magnética e controle de temperatura conforme apresenta a
figura 4.2. As condi¢cbes experimentais utilizadas sao apresentadas na tabela 4.2 e
foram adaptadas de EL-HAJ e col. (2003).

Considerando que a disponibilidade do par de elétrons do atomo de nitrogénio
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pode influenciar a velocidade da reacdo de condensagdo com compostos
carbonilicos, para fins de comparagcdo de reatividade, alguns procedimentos de
derivacao foram realizados, paralelamente, com o cloridrato e com a base livre da
amina. Com excec¢ao da p-sinefrina, as demais aminas disponiveis apresentavam-se

sob a forma de cloridrato.

Figura 4.2.: Sintese de oxazolidinas
4.5.2. Derivagéo das amostras

O eluato obtido da SPE foi transferido para frasco de reacado e o solvente foi
evaporado sob fluxo de nitrogénio a secura, a temperatura de 60°C, empregando-se
um evaporador reacti-vap'™. A reacdo de derivagdo com a CH foi realizada, em
frasco de reagdo de 1 mL em bloco de aquecimento, conforme apresentado na
figura 4.3, empregando-se as mesmas condigdes experimentais estabelecidas para
a preparacao dos derivados obtidos por condensacdo com compostos carbonilicos

conforme descrito na tabela 4.2.

Figura 4.3.. Bloco de aquecimento reacti-therm, modelo 18870, com evaporador
reacti-vap™, modelo 18780, Thermo Fisher Scientific®.
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Tabela 4.1: Condigdes experimentais para as reag¢des de acilagdo com anidrido trifluoroacético (ATFA)

PROCEDIMENTO

REAGENTES

p-Sinefrina (base livre)

Anidrido trifluoroacético (ATFA)

PR-1 MM (g/mol)° | uMdis | Massa (ug) | MM (g/mol)° | uMéis | Massa (g) | Volume (ulL) d (g/mL)°
20 min

80 °C 167,2 3 500 210,03 180 0,076 50 1,511
PR-2°

20 min 167,2 3 500 210,03 180 0,076 50 1,511
25 °C

PR-3°
20 min 167,2 3 500 210,03 180 0,076 50 1,511
80 °C

Octopamina (cloridrato) Anidrido trifluoroacético (ATFA)

PR-4 MM (g/mol)° | umoéis | Massa (ug) | MM (g/mol)® | uMéis | Massa (g) | Volume (uL) d (g/mL)°
20 min

80 °C 189,5 3 568,5 210,03 180 0,076 50 1,511

®Meio acido - 100 uL de HCI metandlico 10% ; ° Adaptado de MARCHEI e col. (2006) com ajuste do pH com tampéo fosfato
0,1 M; MM: massa molecular; d = densidade

“The Merck Index , 2001
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Tabela 4.2: Condigdes experimentais para as rea¢des de condensagdo com compostos carbonilicos

REAGENTES
PROCEDIMENTO p-Sinefrina (base livre) Cicloexanona (CH)
GT)R-'5 MM (g/mol)® | uMéis | Massa (mg) | MM (g/mol)? uModis Massa (g) | Volume (uL) | d (g/mL)?
min
100 °C 167,2 90 15 98,1 900 0,09 100 0,947
Efedrina (base livre) Cicloexanona (CH)
GT)R-('S MM (g/mol)® | uMéis | Massa (mg) | MM (g/mol)? uModis Massa (g) | Volume (uL) | d (g/mL)?
min
100 °C 165 97 16 98,1 900 0,09 100 0,947
Octopamina (base livre) Cicloexanona (CH)
GT)R-? MM (g/mol)® | uMéis | Massa (mg) | MM (g/mol)? uModis Massa (g) | Volume (uL) | d (g/mL)?
min
100 °C 153 90 13,8 98,1 900 0,09 100 0,947
Octopamina (cloridrato) Cicloexanona (CH)
6IE’)R-§ MM (g/mol)® | uMéis | Massa (mg) | MM (g/mol)? uModis Massa (g) | Volume (uL) | d (g/mL)?
min
100 °C 189,5 90 13,8 98,1 900 0,09 100 0,947
p-Sinefrina (base livre) Anisaldeido (ANISAL)
12P(I)?9 MM (g/mol)® | uMéis | Massa (mg) | MM (g/mol)? uMois Massa (g) | Volume (mL) | d (g/mL)?
min
100 °C 167,2 311 52 136,15 12400 1,68 1,5 1,121
p-Sinefrina (base livre) Benzaldeido (BENZAL)
PR-10 MM (g/mol)® | uMéis | Massa (mg) | MM (g/mol)? uMois Massa (g) | Volume (mL) | d (g/mL)?
60 min 495
100 °C 167,2 210 35 106 1,05 1,0 1,05

The Merck Index ,2001.
MM: massa molecular; d= densidade.
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4.6. Cromatografia a gas

A CG foi empregada para analise e caracterizagdo dos derivados preparados,
bem como para a validacdo do método proposto para a quantificagcao e confirmagao da
p-sinefrina em produtos derivados de CA. Para a validagdo do método de quantificagcao
foi empregado o equipamento CG/DIC descrito em 4.6.1. Para avaliagao da robustez do
método de quantificacdo e para a confirmagdo da p-sinefrina foram empregados dois
equipamentos de CG/EM distintos. A principal diferenca entre os dois equipamentos
utilizados é observada no estagio de analise de massas. No CG/EM Varian®, com
analisador ion-trap descrito em 4.6.2, os ions s&o analisados no mesmo local em que
sdo originados. No CG/EM Shimadzu® com analisador quadrupolo, descrito em 4.6.3.,
os ions sao formados continuamente, acelerados e direcionados ao detector de ions.
Ambos equipamentos de CG/EM empregados podem ser operados no modo full-scan
para gerar o espectro completo do analito quanto no modo single ion monitoring (SIM).
No modo SIM, sdo selecionados trés ou mais fragmentos especificos do analito de
interesse, possibilitando a detecgdo de concentragcbes bem menores. Quando
comparado com o quadrupolo, o analisador ion-trap apresenta uma série de vantagens
como melhor sensibilidade no modo full-scan, maior eficiéncia e maior seletividade
(SEBBEN, 2007). O confinamento de ions no trap possibilita o estudo quimico dos ions
na fase gasosa e a elucidagéo estrutural pelo acompanhamento da massa sequencial
gerada por estagios multiplos (MARCH, 1997). No entanto, a capacidade do trap deste
equipamento € limitada a 10* jons (SPARKMAN, 2008). Se este nimero é excedido,
pode ocorrer saturagdo comprometendo o desempenho do equipamento (JONSCHER e
YATES, 1997; SPARKMAN, 2008). Além disso, outra desvantagem do ion trap é a

menor reprodutividade dos espectros em relagdo ao quadrupolo (BORREY et al.1998).
4.6.1. Cromatdgrafo a gas com detector de ionizacdo de chama (CG/DIC) — Perkin-

Elmer® XL GC Autosystem

Foi empregado o cromatégrafo a gas Perkin-ElImer® modelo XL GC Autosystem,
localizado na Central Analitica 2 do PPGCF, equipado com detector de ionizagédo de

chama (DIC). Como modulo de separacgéo foi utilizada uma coluna capilar de silica
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fundida (DB-1), da J & W Scientific®, 100% dimetilpolisiloxano, 30 m x 0,25 mm, 0,25
um. As temperaturas do injetor e do detector foram 250 °C e 260 °C, respectivamente.
Nitrogénio foi utilizado como gas de arraste com um fluxo constante de 1 mL/min. O
forno da coluna foi programado a 80 °C(3 min) com uma rampa de 40 °C/min até
220 °C (2 min), seguido por uma rampa 40 °C/min até 280 °C (2 min) e, finalmente, uma
rampa 40 °C/min até 300 °C (2,5 min). A razdo de divisdo do injetor foi 1:25 e o volume

de injegao foi 1 uL. O detector foi programado para range 1 e atenuagao —2.

4.6.2. Cromatografo a gas com detector de massas (CG/EM) — Varian® Saturno
2000

Foi empregado o cromatografo a gas, Varian®, modelo 3800 acoplado ao
detector de massas, modelo Saturno 2000, lon trap (CG/EM/EM), com amostrador
automatico modelo 8200, localizado no Laboratério de Analise de Emergéncia do
Centro de Informagéo Toxicolégica do Rio Grande do Sul (CIT/RS), operado a 70 eV,
ionizacdo por impacto de elétrons, modo full-scan. Como médulo de separacao foi
utilizada uma coluna capilar de silica fundida (CP-SIL 8CB) low bleed MS da Varian®,
5% fenil 95% dimetilpolisiloxano, 30 m x 0,25 mm, 0,25 um. As temperaturas do injetor
e da linha de transferéncia foram ajustadas para 220 °C e 260 °C, respectivamente.
Hélio 6.0 foi utilizado como gas de arraste com fluxo constante de 1 mL/min. A
temperatura da coluna foi programada para 80 °C/2min, 50 °C/min até 250 °C/2min,
100 °C/min até 280 °C/min. A razdo de divisdo no injetor foi 1:10 e o volume de injegéo
foi 1uL.

4.6.3. Cromatografo a gads com detector de massas (CG/EM) — Shimadzu®
CG17A/QP5000

Foi empregado o cromatografo a gas acoplado a um detector de massas
(CG/EM) Shimadzu®, modelo CG17A/QP5000, localizado na Central Analitica 2 do
PPGCF, equipado com quadrupolo cilindrico, operado a 70 eV, com ionizagao por
impacto de elétrons, modo full-scan e SIM. Como modulo de separacao foi utilizada
uma coluna capilar de silica fundida (DB-5), da J & W Scientific®, 5% fenil 95%
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dimetilpolisiloxano, 30 m x 0,25 mm, 0,25 um. O injetor e a linha de transferéncia foram
ajustados a 220 °C a 260 °C, respectivamente. O hélio 6.0 foi utilizado como gas de
arraste com um fluxo de 1 mL/min. O forno da coluna foi programado a 80 °C(3 min)
com uma rampa de 40 °C/min até 220 °C (2 min), seguido por uma rampa 40 °C/min até
280 °C (2 min) e, finalmente, uma rampa 40 °C/min até 300 °C (2,5 min). A razdo de

divisdo do injetor foi 1:10 e o volume de injegao foi 1 L.
4.7. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada foi realizada empregando-se placas de
celulose, 20 cm x 20 cm, da Merck®, utilizando-se como eluente butanol:acido
acético:agua (4:1:2,2; v:viv). Para a visualizagdo da p-sinefrina foi utilizada
ninhidrina:butanol:acido acético (30:10:0,3; m/v/v), seguida de aquecimento a 100 °C

por 10 min.
4.8. Infravermelho (1V)

Para a caracterizagdo dos grupos funcionais das aminas e dos cloridratos
empregados foi utilizado um espectrofotometro de Infravermelho Nicolet, modelo 380,
acoplado a um acessorio de Refletédncia Total Atenuada (ATR) da Thermo Electron®,
localizado no Laboratério do Setor Técnico-Cientifico da Superintendéncia da Policia
Federal do Rio Grande do Sul.

4.9. Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Devido a polaridade da p-sinefrina e a reversibilidade da reacdo de derivagao
com a CH, nao foi possivel acompanhar o desaparecimento da amina por CG, CCD e
CLAE. Para contornar este problema, a reacdo de derivacdo com a CH, nas condicdes

descritas em 4.5, foi monitorada por RMN de 'H e de "*C.

Os espectros de RMN da p-sinefrina e do produto bruto da reacdo com a CH
foram obtidos, em um equipamento VNMRS-300 Varian®, localizado no Instituto de

Quimica/UFRGS, apés dissolugdo em dimetilsulféxido deuterado (dmso-d®).
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4.10. Validagdo do método

Para demonstrar que o método para quantificagdo de p-sinefrina por CG/DIC
com confirmacao por CG/EM é apropriado para a finalidade pretendida, a metodologia
foi validada de acordo com as recomendacdes da Resolugdo 899 da ANVISA — guia de
validagao de métodos analiticos, sendo avaliados os seguintes parametros: linearidade,
intervalo, precisdo, exatiddo, especificidade, robustez, limites de detecgcdo e
quantificacdo (BRASIL, 2003).

4.10.1. Linearidade

A linearidade é a capacidade do método analitico de demonstrar que os
resultados obtidos s&o proporcionais a concentracdo do analito na amostra dentro de
um intervalo especificado (BRASIL, 2003).

Para a avaliacdo da linearidade do método, foram utilizadas sete solucdes
padrées contendo diferentes concentragdes de p-sinefrina preparadas em CH, em trés

dias diferentes.

As solugdes foram preparadas através da dissolugcdo de 12,5; 15,0; 20,0; 30,0;
40,0 e 50,0 mg de p-sinefrina em cerca de 5 mL de CH. A preparagao do derivado
oxazolidina foi realizada sob aquecimento a 100 °C por 60 min empregando-se o bloco
de aquecimento da Pierce® descrito em 4.5.2. Apds o resfriamento das solucoes,
transferiu-se quantitativamente para balées volumétricos de 10,0 mL e completou-se o
volume com CH. Obtiveram-se, assim, solugcbes com concentracbes do derivado
oxazolidina que variavam entre 125 a 500 mg% contemplando a faixa de 80 a 120% da

concentracio tedrica do teste.

Apos analise por CG, as médias das areas absolutas do pico do derivado
oxazolidina de p-sinefrina, correspondente a cada um das solugdes padrdes, foram
plotadas em grafico de relagdo de areas versus concentracdo. Para estabelecer a
equacgao de regressao calculou-se a inclinagao (a), a intercepgao (b) e o coeficiente de
correlacao (r). A validade da equagao de regressao foi determinada através da analise

de varidncia (ANOVA), empregando-se o programa microsoft excel 2000. A
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interpretacao dos resultados foi avaliada através do teste F com um nivel de significancia
de 5% de probabilidade (p > 0,05).

4.10.2. Limites de deteccéo (LD) e quantificacéo (LQ)

O limite de deteccao (LD) € a menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém nao necessariamente quantificado, sob as
condicoes experimentais estabelecidas. O limite de quantificagdo (LQ) € a menor
quantidade do anallito em uma amostra que pode ser determinada com precisdo e

exatidao aceitaveis sob as condigdes experimentais estabelecidas (BRASIL, 2003).

Os LD e LQ para o método de quantificacdo estabelecido por CG/DIC foram
obtidos através de calculos matematicos utilizando os dados do DPR do intercepto com
0 eixo do Y e os valores de inclinacdo das retas obtidas a partir das trés curvas de

calibragdo empregadas na verificagdo da linearidade.

Para fins de comparagao com a resposta do CG/DIC, foi determinado por diluigao
progressiva da solugdo padrao, o limite de detecgdo do derivado oxazolidina de p-
sinefrina por CG/EM.

4.10.3. Precisao

A precisao € a avaliagao da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. A repetibilidade
(preciséo intra-corrida) avalia a concordancia entre os resultados dentro de um curto
periodo de tempo com o mesmo analista e com 0 mesmo equipamento. A precisao
intermediaria (precisdo inter-corridas) avalia a concordancia entre os resultados do
mesmo laboratério mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou
equipamentos diferentes. O valor maximo aceitavel deve ser definido de acordo com a
metodologia empregada, a concentracdo do analito na amostra, o tipo de matriz e a

finalidade do método, ndo se admitindo valores superiores a 5% (BRASIL, 2003).

Para a verificagdo da repetibilidade utilizou-se extrato seco de CA com

especificagdo minima de 6% de p-sinefrina e 9% de perda por dessecagdo, segundo
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especificagdo do fabricante. Foram realizadas seis determinagbes a 100% da
concentracdo do teste com trés réplicas de cada no mesmo dia e com 0 mesmo
analista. As determinagbes seguiram o protocolo de preparagdo de amostra (extragao,
clean-up e derivagao) conforme descrito em 4.3, 4.4 e 4.5. Para verificagao da precisao
intermediaria seguiu-se o mesmo procedimento da repetibilidade exceto que as

determinagdes foram realizadas em dois dias consecutivos por analistas diferentes.

A precisdo do meétodo foi avaliada pelo desvio padrdo relativo (DPR) ou

coeficiente de variagdo (CV%), segundo a formula:

DP x 100

DPR =
CMD

Onde, DP ¢é o desvio padrdao e CMD, a concentracao média determinada.

Para calcular a concentracédo de p-sinefrina nas amostras foi utilizada a seguinte

formula:

Concentragao de p-sinefrina na amostra (mg%) x 100
Sinefrina % =

amostra (mg) x 1000
4.10.4. Exatidao

A exatiddo de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos pelo

método em estudo em relagao ao valor verdadeiro (BRASIL, 2003).

Para a verificagcdo da exatidao, investigou-se a recuperacao obtida através do
método de adigdo de padrédo a um de extrato seco de CA desprovido de p-sinefrina.
Antes da fortificagdo com a solugdo padrdo, analisou-se o teor de p-sinefrina por
CG/DIC.

Para a fortificagcdo foram utilizadas trés solugcbes padroes contendo diferentes
concentragdes de p-sinefrina em agua destilada. As solugdes foram preparadas atraves

da dissolucéo de 6,0; 11,8 e 15,4 mg de p-sinefrina em 25,0 mL do solvente. Aliquotas
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destas solugdes foram, entdo, adicionadas ao extrato de CA de modo a obter 168,5;
331,4 e 432,5 mg% de p-sinefrina contemplando o intervalo linear do procedimento.
Apods a fortificacdo, as amostras foram submetidas a SPE e a posterior derivagcdo com

CH. Foram realizadas nove determinacdes com trés réplicas de cada.
Para o calculo da recuperacao foi utilizada a seguinte equacao:

Concentragao obtida x 100

Recuperacédo =
Concentragao tedrica

4.10.5. Especificidade e seletividade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um analito, na
presenca de outros componentes, tais como, impurezas, produtos de degradacgao e
componentes da matriz (BRASIL, 2003).

Para verificar a especificidade e a seletividade do método, investigou-se o
comportamento cromatografico na presengca da cafeina, efedrina e octopamina. A
presenca de interferentes nos reagentes empregados foi avaliada através da analise de
um branco de amostra. Os derivados de efedrina e octopamina foram preparados por
reagcao com CH conforme descrito em 4.5. O padrao de cafeina (10 mg) foi preparado

em metanol sendo analisado por CG/DIC antes e apés o clean-up por SPE.

Para a identificagcdo da p-sinefrina foram observados os tempos de retencgéo
obtidos para o derivado correspondente apds analise por GC empregando-se as
condicbes descritas em 4.6. A presenca da p-sinefrina foi confirmada por CG/EM,
monitorando-se os principais ions oriundos da fragmentagdo do derivado oxazolidina

com a sua abundéancia relativa.
4.10.6. Robustez

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir a

pequenas e deliberadas variagbes dos parametros analiticos (BRASIL, 2003)
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Para avaliacdo da robustez do método, a analise do derivado oxazolidina de p-
sinefrina foi realizada por diferentes operadores em trés equipamentos de CG diferentes,
utilizando-se colunas de diferentes fabricantes conforme descrito em 4.6. Foram

testadas, também, diferentes marcas de CH e de cartuchos de SPE.
4.10.7. Aplicacdo do método

Devido a maior complexidade da matriz presente em compostos emagrecedores
e suplementos alimentares, o método foi validado, inicialmente, para a quantificacéo de
p-sinefrina em extratos de CA. Uma vez estabelecida as condigdes para a quantificagao
no extrato, o método foi adaptado para analise de p-sinefrina em composto
emagrecedor contendo outros extratos vegetais, em propor¢des equivalentes aquelas
empregadas em suplementos alimentares. Com o intuito de estabelecer comparagdes
com o método estabelecido por CLAE/DAD, realizamos, também, a quantificagdo de p-

sinefrina em frutos de CA coletados em Porto Alegre.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO






Para uma determinada substancia ser analisada por CG ela precisa ser volatil e
termicamente estavel. Uma vez que as propriedades fisico-quimicas da p-sinefrina néo
favorecem a sua analise direta por CG, foi necessario recorrer a preparacdo de

derivados desta molécula.

A escolha do reagente de derivagdo € uma etapa importante no desenvolvimento
do método analitico. A selegdo do reagente mais adequado depende de varios fatores
como: (1) da estrutura do analito e de suas propriedades fisico-quimicas; (2) da
disponibilidade, do custo e da toxicidade dos reagentes empregados; (3) da
estabilidade do derivado formado; (4) do rendimento da reagao, entre outras (SEGURA
et al., 1998; BLACK e MUIR, 2003).

Para que uma reagéo de derivagao seja bem sucedida alguns critérios devem ser
atendidos. Um unico derivado deve ser formado para cada composto. A reacdo deve
ser simples, rapida e ocorrer sob condicdes brandas. O derivado deve ser formado com
um alto e reprodutivel indice de conversdo e ser estavel no meio de reacdo. Com
relagdo as condicbes da reacdo, elas devem ser bem estabelecidas para evitar a
formacado de derivados multiplos, em consequéncia da derivacdo incompleta, o que

inviabiliza analises quantitativas (SEGURA et al., 1998).

Considerando que a reagao de derivagao introduz uma etapa adicional na
preparagao da amostra, a melhor relagdo custo x beneficio foi atribuida aos reagentes

de acilagao e aos compostos carbonilicos.

Apods a selegdo do reagente de derivagdo mais adequado e da otimizagdo das
condi¢cbes de reagado, a proxima etapa do desenvolvimento do meétodo consistiu em
estabelecer um protocolo de clean-up por SPE que possibilitasse a obtencdo de um

extrato mais adequado para analise cromatografica.

Finalmente, para demonstrar que o método proposto € apropriado para
quantificacdo de p-sinefrina em produtos derivados de CA por CG/DIC com confirmagao
por CG/EM, a metodologia foi validada de acordo com as recomendagdes da ANVISA
(BRASIL, 2003).
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5.1. Reagdes de derivacao
5.1.1. Derivados obtidos por acilagéo

A molécula de p-sinefrina possui trés grupos funcionais que podem ser alvo para
a reagao de acilagdo: uma hidroxila fendlica, uma hidroxila alcodlica e um grupo
aminico secundario. O atomo de hidrogénio destes grupos pode ser substituido por
grupos acila apos reagdo com um reagente de acilagdo. Os alcoois e os fendis sao
convertidos em ésteres e as aminas em amidas. Em geral, os reagentes de acilagédo
mais empregados sdo: anidrido acético (AA), anidrido trifluoracético (ATFA) e anidrido
pentafluorpropiénico (PFPA) (NICHOLSON, 1978a).

Como o intuito de avaliar a reatividade dos grupos funcionais da p-sinefrina,
utilizou-se como ponto de partida um reagente de acilagdo analogo ao proposto por
MARCHEI e col. (2006), o anidrido trifluoroacético (ATFA).

Devido a diferengca de basicidade de aminas, alcoois e fendis, a acilagdo de
analitos poli-funcionais pode levar a mistura de produtos. Buscando a obtencdo de um
unico produto trifluoroacetilado (figura 5.3), investigamos algumas condi¢des de reagao
(PR-1; PR-2 e PR-3), empregando catalise acida e aquecimento, conforme descrito em
4.5.1. Os procedimentos de acilagao utilizados em PR-1 (3 umol de p-sinefrina, 180
umol de ATFA, 80 °C, 20 min) e PR-2 (3 umol de p-sinefrina, 180 umol de ATFA, 80 °C,
20 min, pH ajustado com 100 uL de HCI metandlico 10%) foram investigados para
verificar a possibilidade da utilizacdo da SPE com a derivagdao com o ATFA. Para fins
comparativos, realizamos também o procedimento PR-3 (umol de p-sinefrina, 180 umol
de ATFA, 80 °C, 20 min, pH ajustado com tampéao fosfato 0,1 M) empregando-se

condigdes semelhantes aquelas utilizados por MARCHEI e col. (2006).

Embora a catalise basica utilizando piridina, seja recomendada por alguns
autores, optamos por nao utiliza-la devido a dificuldade em obter e manter este

reagente em condig&o anidra.

Com relagao ao procedimento técnico empregado, foi necessario tomar algumas

precaucdes para conseguir éxito com as reacbes de acilagdo, tais como: (1) a
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substituicdo dos frascos de reacdo com tampas de teflon; (2) apdés a reagcdo de
derivacdo, eliminou-se o excesso do ATFA e derivado foi reconstituido em acetato de

etila, imediatamente, antes da injecédo no CG.

As reagdes de trifluoracilagbes da p-sinefrina empregando-se as condi¢des
utilizadas com PR-1 e PR-2 produziram uma mistura de derivados, conforme pode ser
observado nas figuras 5.1 e 5.2.

frea my

Figura 5.1.: Cromatograma dos derivados obtidos apds acilagédo da p-sinefrina com o
procedimento PR-1 (3 umol de p-sinefrina, 180 umol de anidrido trifluoroacético, 80 °C,
20 min), ap6s analise por CG/DIC Perkin-Elmer®.
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Figura 5.2.:Cromatograma dos derivados obtidos apds acilagdo da p-sinefrina com o
procedimento PR-2 (3 umol de p-sinefrina, 180 umol de anidrido tricluoroaceético, 80 °C,

20 min, pH ajustado com HCI metandlico 10%), apds analise por CG/DIC Perkin-
Elmer®.

Acilagbes multiplas (N-acetilefedrina, O-acetilefedrina e N,O-diacetilefedrina)
também foram observadas por SEBBEN (2007) ao empregar anidrido acético para

preparar derivados de efedrina para analise por CG.
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Derivados multiplos ndo sao adequados para quantificacdo. Contudo, quando a
concentracdo do analito de interesse é elevada, estes derivados podem ser uteis para
analise qualitativa confirmatodria (SEGURA et al., 1998).

Dentre os procedimentos que foram investigados, apenas com PR-3 (3 umol de
p-sinefrina, 180 umol de ATFA, 80 °C, 20 min, pH ajustado com tampé&o fosfato 0,1 M)
obteve-se o produto trifluoroacetilado esperado proveniente da N-acilagdo e da O-

acilagao. O derivado obtido empregando-se estas condigdes segue apresentado na

figura 5.3.
O CF
o ch, 0 ~CH
NP | N
~ + o T COCF
H | A 3
C FCOCO
HO 2N

o crF ?

Figura 5.3: Reacdo de acilagcdo da p-sinefrina com anidrido trifluoroacético (ATFA)
(modificado de SEBBEN, 2007).

O resultado da analise deste derivado por CG/DIC Perkin-EImer® a apresentado

na figura 5.4. O tempo de retengao (TR) foi observado em 7,31 minutos.
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Figura 5.4.: Cromatograma do derivado obtido por acilagdo da p-sinefrina com o
procedimento PR-3 (3 umol de p-sinefrina, 180 umol de anidrido trifluoroacético, 80 °C,

20 min, pH ajustado com tampao fosfato 0,1 M), apos analise por CG/DIC Perkin-
Elmer®
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A confirmacgado da trifluoracetilacdo da p-sinefrina foi obtida por analise por
CG/EM. A figura 5.5 apresenta o cromatograma e o respectivo espectro de massas
obtido no CG/EM Shimadzu®. O TR do derivado, na coluna DB-5, foi observado em

7,51 minutos.

Derivado trfluoroacetilado de p-sineftina

" /TH =7 51 min

0 L
5 10 i
140
3
50-

42 1A
0| g 110 328 7
D_LL Llagu 1o e ss Zlom  oms g | 35 36 403 43 455 473
' 100 ' 200 ' 300 ' 400 '

miz

Figura 5.5.: Cromatograma/espectro de massas do derivado obtido apos acilagéo da p-

sinefrina com o procedimento PR-3 (3 umol de p-sinefrina, 180 umol de anidrido
trifluoroacético, 80 °C, 20 min, pH ajustado com tampé&o fosfato 0,1 M), apds analise por

CG/EM Shimadzu®.

A proposta de fragmentacdo para o derivado trifluoracetilado de p-sinefrina é

apresentada no esquema da figura 5.6.
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Figura 5.6: Proposta para a fragmentagao do derivado trifluoroacetilado de p-sinefrina.

A tabela 5.1. apresenta os principais ions observados no espectro de massas do

derivado trifluoroacetilado de p-sinefrina com as respectivas abundancias relativas.

Tabela 5.1: Principais ions do espectro de massas do derivado trifluoroacetilado de p-
sinefrina com as respectivas abundancias.

m/z (u.m.a.) Abundancia Relativa (%) IM-(X)
455 0,5 M
436 0,2 IM-19
140 100 IM-315
110 7 IM-345
69 48 IM-386

m/z = relagdo massa/carga; u.m.a. = unidade de massa atémica; IM = ion molecular;
X = massa do fragmento-chave

A presenca do ion molecular (IM), em m/z 455, também foi observada quando

este derivado foi analisado pelo equipamento CG/EM Varian® (Figura 5.7).
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Figura 5.7.: Cromatograma/espectro de massas do derivado trifluoracetilado de p-
sinefrina obtido com o procedimento PR-3 (3 umol de p-sinefrina, 180 umol de anidrido
trifluoroacético, 80 °C, 20 min, pH ajustado com tampao fosfato 0,1 M), apds analise em
CG/EM Varian®.

Para fins de comparacdo de reatividade com a p-sinefrina, realizou-se a
derivacdo de uma amina primaria com o ATFA (PR-4; 3 umol de octopamina.HCI, 180
umol de ATFA, 80 °C, 20 min). As condi¢cdes de tempo e temperatura empregadas em
PR-4 foram idénticas aquelas utilizadas em PR-1 (3 umol de p-sinefrina, 180 umol de
ATFA, 80 °C, 20 min). A octopamina (amina primaria) € uma base mais fraca do que a
p-sinefrina (amina secundaria) e apds reagdo com o ATFA, produziu um derivado unico.

O produto obtido por este procedimento foi submetido a analise por CG/EM Shimadzu®
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e o resultado é apresentado na figura 5.8. O tempo de retencao deste derivado foi

observado em 7,34 minutos.

Derivado de octopaminatrifluoroacetilado
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Figura 5.8: Cromatogramal/espectro de massas do derivado trifluoroacetilado de
octopamina obtido com o procedimento PR-4 (3 umol de octopamina.HCI, 180 umol de
anidrido trifluoroacético, 80 °C, 20 min), apos analise no CG/EM Shimadzu®.

A proposta de fragmentacéo para o derivado trifluoroacetilado de octopamina é

apresentada na figura 5.9.
I 4417 (0,08%)

126+ (50%)
328+ (4B%)

FCoCo |

N
T \CDJ[CFS

FCOCo B3t PE(100%)

3157 (46%)

Massa Molecular 441
Férmular Molecular C14HgNOsFg
Figura 5.9.: Proposta para a fragmentagao do derivado trifluoroacetilado de octopamina.
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Os principais

trifluoroacetilado de octopamina sédo apresentados na tabela 5.2.

ions observados no espectro de massas do derivado

Tabela 5.2: Principais ions do espectro de massas do derivado trifluoroacetilado de
octopamina com as respectivas abundancias.

m/z (u.m.a.) Abundancia Relativa (%) IM-(X)
441 0,08 IM
422 0,07 IM-19
328 46 IM-113
315 46 IM-126
287 24 IM-154
126 50 IM-315

m/z = relagdo massa/carga; u.m.a. = unidade de massa atémica; IM = ion molecular;
X = massa do fragmento-chave

5.1.2. Derivados obtidos por condensacdo com compostos carbonilicos
Quimicamente a p-sinefrina é considerada um amino-alcool. A reatividade e
separagao espacial da —OH alcoodlica e do grupo —NH permitem a preparacéo de

derivado ciclico por meio de reagcdes de condensacido com aldeidos e cetonas.

Quando comparada com as reagdes de acilagdo, as reagdes de condensagao
com compostos carbonilicos, como a CH, possuem varias vantagens (EL-HAJ et al.,
2003). A CH é uma cetona de baixo custo, de facil disponibilidade e seletividade para
aminas primarias e secundarias enquanto que os reagentes de acilacdo sdo menos

especificos porque reagem tanto com grupos NH quanto com grupos —OH e —COOH.

A CH atua simultaneamente como reagente de derivagdo e como solvente para o
derivado formado. N&o ha necessidade de remog&o do excesso do reagente podendo o
mesmo ser injetado diretamente no CG.

Um outro aspecto importante refere-se ao padrao de fragmentagao dos derivados
obtidos por reagdo com a CH. A acilagdo introduz na molécula um grupo alifatico
enquanto que a condensagdao com CH leva a um derivado ciclico. O anel confere
rigidez @ molécula aumentando a probabilidade de detecgdo do ion molecular. Os
derivados obtidos com a CH sdao também mais estaveis frente a umidade do que

aqueles referidos anteriormente (EL-HAJ et al., 2003).
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Levando em consideragao esta vantagens, a maioria dos derivados preparados

neste trabalho foi obtida por reagcdo com a CH.

O mecanismo envolvido nas reacdes de condensacdo com aldeidos e cetonas
consiste na adi¢gao nucleofilica do atomo de nitrogénio da amina ao atomo de carbono
da carbonila. Estas reacbes sao reversiveis e para que ocorra a formagao do produto
de adicdo € necessario eliminar uma molécula de agua do sistema. Para deslocar o
equilibrio no sentido de formacgao dos produtos, utilizou-se o aquecimento a 100 °C por

60 minutos e um excesso do reagente de derivagao.

Amino-alcoois secundarios, como a p-sinefrina e efedrina, reagem com os
compostos carbonilicos produzindo oxazolidinas (NEELAKANTAN, 1971). A figura 5.10

apresenta a reacdo da CH com estas aminas.

;@)\f é Q%Q ,G’SZ@:;G

100°C B 100°c

p-sinefrina Ry= OH; Ry=H 60 min. B0 min derivado 1,3-oxazolidina
efedrina  Rq=H;Rs =CH3

Figura 5.10: Reacédo de amino-alcéois secundarios com cicloexanona (CH) (modificado
de SEBBEN, 2007).

Quando amino-alcoois primarios, como a octopamina, reagem com compostos
carbonilicos, as oxazolidinas obtidas podem assumir a forma tautomérica com a imina
ou base de Schiff correspondente, conforme ¢é apresentado na figura 5.11
(NEELAKANTAN, 1971).
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Figura 5.11: Reacgao da octopamina com cicloexanona (CH) (modificado de EL-HAJ e
col., 2003).

5.1.2.1. Oxazolidinas de p-sinefrina

As condigdes para a derivagdo da base livre de p-sinefrina seguiram o
preconizado em PR-5 (90 umol de p-sinefrina, 900 umol de CH, 100 °C, 60 min), PR-9
(311 umol de p-sinefrina, 12400 umol de ANISAL, 100 °C, 120 min) e PR-10 (210 umol
de p-sinefrina, 495 umol de BENZAL, 100 °C, 60 min).

A oxazolidina derivada de p-sinefrina com CH foi submetida a analise por
CG/DIC, CG/EM e por RMN de 'H e *C.

Quando analisado por CG/DIC Perkin-Elmer®, em coluna capilar DB-1, o

derivado apresentou um TR de 10,30 minutos, conforme mostra a figura 5.12.
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Figura 5.12: Cromatograma da oxazolidina de p-sinefrina obtida com o procedimento
PR-5 (90 umois de p-sinefrina, 900 umois de CH, 100 °C, 60 minutos), apds analise por
CG/DIC Perkin-Elmer®.
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O pico correspondente a oxazolidina eluiu préximo a 280 °C, conforme pode ser

visualizado no grafico de programacgéao de temperatura apresentado na figura 5.13.
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Figura 5.13: Representagao grafica da programacgao de temperatura da coluna capilar
DB-1 empregada no equipamento CG/DIC Perkin-Elmer®.

No equipamento CG/EM Shimadzu®, a separacao foi realizada em uma coluna
DB-5, empregando-se a mesma programagao de temperatura utilizada na coluna DB-1
do CG/DIC. O pico do derivado apresentou um TR de 10,95 min. Nao houve alteragao

do perfil cromatografico, conforme observado na figura 5.14.

Oxazolidina de p-sinefrina
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Figura 5.14: Cromatogramal/espectro de massas da oxazolidina de p-sinefrina obtida
com o procedimento PR-5 (90 umoéis de p-sinefrina, 900 uméis de CH, 100 °C, 60
minutos), apods analise por CG/EM Shimadzu® .
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O cromatograma obtido na analise desta oxazolidina, no CG/EM Varian® é

apresentado na figura 5.15.
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Figura 5.15: Cromatograma/espectro de massas da oxazolidina de p-sinefrina obtida
empregando-se o procedimento PR-5 (90 umais de p-sinefrina, 900 umois de CH, 100
°C, 60 minutos), ap6s analise por CG/EM Varian®.

A eluicdo da oxazolidina, na coluna CPSIL-8CB, ocorreu com um TR menor, em
7,90 minutos, em fungao das alteragdes da programagao da temperatura utilizada nesta
coluna. Todavia, ndo houve alteracdo na temperatura de eluicdo do derivado que
ocorreu na mesma faixa observada nas outras colunas utilizadas. A figura 5.16
apresenta a representagédo grafica da programacéo de temperatura empregada nesta

coluna capilar.
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Figura 5.16: Representacao grafica da programacao de temperatura da coluna CPSIL-
8CB empregada no equipamento CG/EM Varian®.

Com relagao a interpretacado do espectro de massas da figura 5.14, o ion em 247
m/z (IM) corresponde a massa molecular da oxazolidina proposta. O IM perde dois
fragmentos neutros (M-29 e M-43) resultando nos ions 218 m/z e 204 m/z,
respectivamente. O IM é impar indicando a presenca de um numero impar de atomo de
nitrogénio na molécula. A estrutura ciclica do derivado estabiliza o IM o que explica a

intensidade relativa observada para este ion (20%).

O esquema da figura 5.17 apresenta uma proposta para a fragmentagcdo do
derivado oxazolidina de p-sinefrina.

_____ —In-43 204+ (FE)
IW-127 H
120+

(5?%{:)/@/ C_THE
HO

HO = | O | N—CH,
IM-57
150+ (99%)

[ 247 + [20%)

Massa Molecular 247
Férmula Molecular C15H21NO;
Figura 5.17: Proposta de fragmentacdo para a oxazolidina de p-sinefrina.
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A fragmentacdo da molécula inicia por a-clivagem. Os principais fragmentos de
massas observados sao os ions 204 m/z (100% - pico base), 150 m/z (99%), 120 m/z
(60%) e 247 m/z (20% - IM).

A tabela 5.3 apresenta os dados do espectro de massas para a oxazolidina de
p-sinefrina.

Tabela 5.3: Proposta de fragmentagao para a oxazolidina de p-sinefrina

m/z Abundancia Relativa

(u.m.a.) (%) IM-X | Fragmentos-chaves Proposta
247 20 - IM C15H21N +'02
204 100 IM-43 CH3CH,CHy C12H14N"O2
150 99 IM-97 CeH100O CgH11N"O
120 57 IM-127 C8H17N ' OH-CGHs-CO+

m/z = relagdo massa/carga; u.m.a. = unidade de massa atdmica; IM = ion molecular;
X = massa do fragmento-chave

Uma vez que a analise direta de p-sinefrina por CG ndo € possivel, o
acompanhamento da reacao de derivacado exclusivamente por cromatografia a gas nao
fornece evidéncias conclusivas sobre a conversao total de p-sinefrina em oxazolidina.
Para investigar a presenga de p-sinefrina na mistura, o produto bruto da reagéo obtido
empregando-se o procedimento PR-5 foi avaliado por RMN. Os resultados da RMN de
'H e de *C corroboraram a estrutura proposta por CG/EM e demonstraram que a
conversao em oxazolidina foi quantitativa sem indicios de p-sinefrina. A partir de 90
umois de p-sinefrina obteve-se 22,0 mg do derivado (89 umais) correspondendo a
98,9%.

Para facilitar a interpretacdo dos sinais observados nos espectros de RMN do
derivado, analisou-se, paralelamente, a p-sinefrina empregada em PR-5. Os espectros
de RMN de "H e de "*C obtidos sdo importantes visto que ndo foram encontrados na
literatura espectros de referéncia para a comparagao. Buscando caracterizar melhor os
atomos de hidrogénios da p-sinefrina n&o visualizados no RMN 'H (NH e OH), realizou-
se, também, a andlise por infravermelho (IV). A tabela 5.4 apresenta a interpretacéo
das principais bandas de absorg¢ao na regiao de interesse da p-sinefrina. O espectro de

IV correspondente é apresentado no anexo B.
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Os espectros de RMN de 'H e de "*C da p-sinefrina e do derivado oxazolidina

sao apresentados no anexo A.

A tabela 5.5 apresenta a interpretagcao dos sinais observados no espectro de
RMN de "H da p-sinefrina. Os atomos de hidrogénio da p-sinefrina foram numerados de

acordo com a figura 5.18.

Figura 5.18: Numeragao dos atomos de hidrogénio da (+)-p-sinefrina.
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Tabela 5.4.: Interpretacdo das principais bandas do espectro de infravermelho (IV) da (£)-p-sinefrina.

Nimero de Onda (cm™)

Atribuicdes/Comentéarios?®

Deformacgéao axial da ligagdo NH de amina secundaria sobreposta com a absor¢cdo de deformagéo axial da
ligagdo OH/ Grupos NH secundarios apresentam uma Unica absor¢do na regido entre 3350 e 3310 cm™.
Geralmente a banda de absorgdo da ligagdo OH é observada na regido de 3300 cm™.

1260 (F) Deformagéo axial da ligagdo CO de fenol/ Absorgao da ligagdo CO de fenol ocorre na regido entre 1260 e
1180 cm™.
1100 (F) Deformacéo axial da ligagao CO de alcool/ Absorgcao da ligacdo CO de alcool secundario ocorre proximo a

1100 cm™.

*POUCHERT, 1981; SILVERTEIN e WEBSTER, 2000; SOCRATES, 1994. (F) absorcéo forte

Tabela 5.5: Interpretagdo do espectro de ressonancia magnética nuclear (RMN) 'H da (+)-p-sinefrina, 300 mHz, em dimetilsulféxido
deuterado (dmso-d°)

8°°° (ppm) 5°°P (ppm)* | Integral | Atribuicdo | Multiplicidade | J(Hz) Comentérios®
2,27 2,47 3H H-7’ S - Hidrogénios da metila ligada ao atomo de
nitrogénio
2,41-2,59 2,74 2H H-2 m - Hidrogénios do metileno ligado ao atomo de
nitrogénio
4,49 3,94 1H H-1 dd 2J=8,1 Hidrogénio do metino ligado a hidroxila do alcool
%J=4,5 | mais desprotegido devido & presenca do anel
aromatico adjacente
6,70 6,64 2H H-3'/H-5’ d 8,4 Hidrogénios aromaticos em posigao orto em
relacéo a hidroxila do fenol
7,10 7,00 2H H-2'/H-6’ d 8,4 Hidrogénios aromaticos em posicao meta em
relagdo a hidroxila do fenol

§°°* = deslocamento quimico observado; §° = deslocamento quimico esperado; J = constante de acoplamento;
s = simpleto; m = multipleto; d = dubleto; dd = duplo dubleto
PRETSCH et al.,1983.;
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A interpretacdo dos sinais observados no espectro de RMN de 3C da p-

sinefrina é apresentada na tabela 5.6. Os atomos de carbono da p-sinefrina foram

numerados de acordo com a figura 5.19.

Figura 5.19: Numeracao dos atomos de carbono da (+)-p-sinefrina.

Tabela 5.6: Interpretacdo do espectro de ressonancia magnética nuclear (RMN) de
3C da (+)-p-sinefrina, 75,4 mHz, em dimetilsulféxido deuterado (dmso-d®).

8°°S (ppm) | 8° ppm)? | Atribuicdo Comentarios?

35,9 38,2 C-7 Carbono da metila ligado ao atomo de nitrogénio
Carbono do metileno ligado ao atomo de nitrogénio

59,9 45,0 C-2 mais desprotegido devido a presenca da hidroxila
do alcool em C-1

70,8 68,7 C-1 Carbono do metino ligado a hidroxila do alcool
Carbono aromatico em posi¢ao orto em relagédo a

114,7 115,4 C-3'/C-5’ | hidroxila do fenol
Carbono aromatico em posicdo meta em relagao a

127,0 127,7 C-2’/C-6’ | hidroxila do fenol

134.,8 130,5 C-1 Co aromatico

156,2 152,6 C-4 Carbono aromatico ligado a hidroxila do fenol

§°** = deslocamento quimico observado;

*PRETSCH et al.,1983.

8% = deslocamento quimico esperado

A tabela 5.7 apresenta a interpretacdo do espectro de RMN de 'H da

oxazolidina de p-sinefrina. Os atomos de hidrogénio do derivado foram numerados

de acordo com a figura 5.20.
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Figura 5.20: Numeragao dos atomos de hidrogénio da oxazolidina de p-(+)-sinefrina.

Tabela 5.7: Interpretacdo do espectro de ressonancia magnética nuclear (RMN) 'H da oxazolidina de (+)-p-sinefrina, 300 mHz,
em dimetilsulféxido deuterado (dmso-d®).

8°° (ppm) | 8*P(ppm)? | Integral Atribuicdo | Multiplicidade | J (Hz) Comentarios
1,35-1,70 1,44 10H H-9' até H-13’ m - Hidrogénios dos grupos metilenos do anel aliciclico
2,25 2,47 3H H-7’ S - Hidrogénios da metila ligada ao atomo de nitrogénio
2,69 2,50 1H H-2 dd 2J=9,3 Hidrogénio do metileno ligado ao atomo de
*J = 7,8 | nitrogénio
3,20 2,50 1H H-2 dd °J=9,5 | Hidrogénio do metileno ligado ao a&tomo de
®J = 6,3 | nitrogénio
4,83 3,94 1H H-1 dd =72 Hidrogénio do metino ligado ao atomo de oxigénio

3J=6,6 | do anel oxazolidina mais desprotegido devido ao
anel aromatico

6,65 6,64 2H H-3'/H-5’ d 8,4 Hidrogénios aromaticos em posi¢ao orto em relagao
a hidroxila do fenol

7,10 7,00 2H H-2’/H-6’ d 8,4 Hidrogénios aromaticos em posicdo meta em
relagao a hidroxila do fenol

9,31 9,30 1H -OH fendlica S - Hidrogénio da hidroxila fendlica

§°** = deslocamento quimico observado; §° = deslocamento quimico esperado; J = constante de acoplamento; s = simpleto; m = multipleto;
d = dubleto; dd = duplo dubleto;* PRETSCH et al.,1983.
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A tabela 5.8 apresenta a interpretacdo do espectro de RMN de *C do
derivado oxazolidina de p-sinefrina. Os atomos de carbono deste derivado foram

numerados de acordo com a figura 5.21.

Figura 5.21: Numeragao dos atomos de carbono da oxazolidina de p-(+)-sinefrina.
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Tabela 5.8: Interpretacdo do espectro de ressonancia magnética nuclear (RMN) de *C da oxazolidina de (+)-p-sinefrina, 75,4 mHz,
em dimetilsulféxido deuterado (dmso-d®)

8 (ppm) | &°P (ppm)? Atribuigédo Comentéarios

22,9 271 C-10’/C-11’ ou C-12' | Carbono do metileno do anel aliciclico

23,3 27 1 C-10°’/C-11’ ou C-12’ | Carbono do metileno do anel aliciclico

25,2 27 1 C-10°’/C-11’ ou C-12’ | Carbono do metileno do anel aliciclico

32,5 27,1 C9 ou C13’ Carbono do metileno do anel aliciclico mais desprotegidos devido a proximidade
com os atomos de nitrogénio e oxigénio

32,8 27,1 C9 ou C13 Carbono do metileno do anel aliciclico mais desprotegido devido a proximidade
com os atomos de nitrogénio e oxigénio

35,2 38,2 C-7r Carbono da metila ligado ao atomo de nitrogénio

60,5 64,0 C-2 Carbono do metileno ligado ao atomo de nitrogénio mais desprotegido devido a
hidroxila do alcool em C-1

75,5 68,7 C-1 Carbono do metino ligado ao atomo de oxigénio do anel oxazolidina

95,4 96,0 c-8 Carbono quaternario ligado aos atomos de oxigénio e ao nitrogénio

114,7 115,4 C-3/C-5 Carbonos aromaticos em posicéo orto em relagao a hidroxila do fenol

127,2 127,7 C-2’/C-6’ Carbonos aromaticos em posicdo meta em relagédo a hidroxila do fenol

132,5 130,5 Cc-1 Co aromatico

156,6 152,6 c-4 Carbono aromatico ligado a hidroxila do fenol

§°** = deslocamento quimico observado; §° = deslocamento quimico esperado
*PRETSCH et al.,1983; AGAMI et al., 1986.
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A comparacéao dos espectros de RMN de 'H da p-sinefrina e do produto bruto
da reacao, obtido por PR-5, apresentou as seguintes evidéncias da conversao

quantitativa da amina ao derivado oxazolidina:

> O espectro de 'H da oxazolidina apresenta um multipleto (m), na regido entre
1,35-1,70 ppm, proveniente dos atomos de hidrogénio do anel aliciclico

formado apés a condensagao com a CH;
> O espectro de 'H da p-sinefrina ndo apresenta sinais abaixo de 2,27 ppm;

> O espectro de 'H da oxazolidina ndo mostra sinais duplicados na regido
aromatica e as integrais observadas s&o proporcionais aos atomos de

hidrogénios do derivado;

Com relagdo a interpretagdo dos espectros de RMN de C, o derivado
oxazolidina apresenta seis sinais de carbono adicionais que nao ocorrem no

espectro de "*C da p-sinefrina como:

» Cinco sinais, observados na regiao entre 22,9-32,8 ppm, que correspondem

aos grupos metilenos do anel aliciclico;

» O sinal em 95,4 ppm corresponde ao atomo de carbono quaternario do anel

oxazolidina ligado ao oxigénio e ao nitrogénio;

Levando em consideracdo os resultados promissores obtidos com a reacao
de condensacéao da p-sinefrina com CH, investigou-se a derivagao desta amina com
outros compostos carbonilicos como o ANISAL (PR-9) e o BENZAL (PR-10). Embora
reagcdes de condensacdo com estes aldeidos ja tenham sido empregadas com
sucesso para a preparagao de derivados de efedrina (WALKER e MASSEY, 1988;
EL-HAJ et al., 2003), a analise por CG/EM dos produtos obtidos com PR-9 e PR-10

nao evidenciou a presenca das oxazolidinas esperadas.
5.1.2.2. Oxazolidina de efedrina

A oxazolidina derivada de efedrina foi preparada empregando-se o
procedimento PR-6 (97 umdis de efedrina, 900 umodis de CH, 100 °C, 60 minutos)

utilizando-se a base livre da amina preparada por SPE conforme descrito em 4.4. O
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cloridrato de efedrina nao foi utilizado porque o sal mostrou-se insoluvel na CH. Para
caracterizar melhor a base livre empregada em PR-6 empregou-se a espectroscopia
por IV. Os espectros de IV correspondentes sdo apresentados no anexo B. A tabela
5.9 apresenta a interpretagao das principais bandas de absor¢cado da base livre e do

cloridrato de efedrina.

Tabela 5.9: Interpretacéo das principais bandas do espectro de infravermelho (V) da
efedrina base livre e do cloridrato de efedrina.

Nimero de Onda (cm™) Atribuicdes /Comentarios®
Deformacéo axial da ligagdo NH de amina secundaria/Grupos
3300 NH secundarios apresentam uma unica absor¢ao na regido

entre 3350 e 3310 cm™”

2960, 2830,2750 (F) e 2465 | Deformacao axial da ligagdo NH de sais de amébnio/ Sais de
aminas secundarias apresentam absorgcdo forte na regiao
entre 3000 e 2700 cm™ podendo apresentar bandas até
2273 cm”

*POUCHERT, 1981;SILVERTEIN e WEBSTER, 2000; SOCRATES, 1994; (F) absorgao forte

A figura 5.22 mostra o cromatograma obtido apds analise da oxazolidina de
efedrina por CG/DIC Perkin-Elmer®. Nas condicbes cromatograficas utilizadas, o

derivado apresentou um TR de 9,06 minutos.
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Figura 5.22: Cromatograma da oxazolidina de efedrina obtida empregando-se PR-6
(97 umodis de efedrina, 900 umois de CH, 100 °C, 60 minutos) apds analise por
CG/DIC Perkin-Elmer®.
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Na analise realizada por CG/EM Shimadzu®, a oxazolidina de efedrina
apresentou um TR de 9,32 min. O cromatograma com o respectivo espectro de

massas segue na figura 5.23.
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Figura 5.23: Cromatogramal/espectro de massa da oxazolidina de efedrina obtida
empregando-se PR-6 (97 umais de efedrina, 900 umadis de CH, 100 °C, 60 minutos)
apos analise por CG/EM Shimadzu®.

O cromatograma com o respectivo espectro de massas do derivado

oxazolidina de efedrina apos analise no CG/EM Varian® é apresentado na figura

5.24. O TR desta oxazolidina foi observado em 6,57 minutos.
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Figura 5.24: Cromatogramal/espectro de massa do derivado oxazolidina de efedrina
obtida empregando-se PR-6 (97 umodis de efedrina, 900 uméis de CH, 100°C, 60
minutos) apds analise por CG/EM Varian®.
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Os principais fragmentos de massa observados na figura 5.23 sdo os ions
202 m/z (100% - pico base), 148 m/z (99%), 118 m/z (57%) e 245 m/z (20% - IM). O
espectro apresentado € semelhante aquele obtido por outros autores (WALKER et
al., 1989; EL-HAJ et al., 2003 e SEBBEN, 2007).

De acordo com os estudos de WALKER e col. (1989), provavelmente a
fragmentacdao da oxazolidina de efedrina segue a proposta apresentada na figura
5.25.

______ Ih-43 202 + (FB)
IM-127 'T'
118 + I
(5?%:| ©/C [:‘:H CHS
g :,N—CHS
Ih1-97
148+ (99%)

It 245+ (20%)

Massa Molecular 245
Férmula Molecular C16H23NO
Figura 5.25: Proposta para a fragmentac¢ao do derivado oxazolidina de efedrina.

A tabela 5.10 apresenta os principais fragmentos observados para o derivado

oxazolidina de efedrina conforme a proposta da figura 5.25.

Tabela 5.10: Proposta para a fragmentagao da oxazolidina de efedrina

m/z Abundancia | IM-X Fragmentos-chaves Proposta
(u.m.a.) | Relativa (%)

245 20 - IM C16H23N +'O

202 100 M-43 CH3CH,CHy- C13H1gN"O

148 99 M-97 C6H1oo ’ C10H14N+

118 57 M-127 C7Hi3sNO - [CeHs-CH=CH-CH3]"

91 20 M-154 CoH1sNO - [CTHT]"

m/z = relagdo massa/carga; u.m.a. = unidade de massa atémica; IM = ion molecular;
X = massa do fragmento-chave
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5.1.2.3. Oxazolidina de octopamina

O derivado de octopamina foi preparado empregando-se a base livre
correspondente obtida por SPE, com as condigdes estabelecidas no procedimento
PR-7 (90 umodis de octopamina, 900 umoéis de CH, 100 °C, 60 minutos). Quando o
cloridrato desta amina foi utilizado, com as condigdes empregadas em PR-8 (1,3
umois de cloridrato de octopamina, 900 umaois de CH, 100 °C, 60 minutos), 0 mesmo
problema relatado para o cloridrato de efedrina foi observado. A reacdo de adicao

nao produziu o produto esperado.

Para melhor caracterizagado da base livre de octopamina empregada em PR-
7, recorreu-se a analise por IV. Os espectros de IV correspondentes sao
apresentados no anexo B. A tabela 5.11 apresenta a interpretagdo das principais

bandas de absorgéo da base livre e do cloridrato de octopamina.

Tabela 5.11: Interpretagcdo das principais bandas do espectro de infravermelho (IV)
da octopamina base livre e do cloridrato de octopamina.

Namero de Onda (cm™) |Atribuicdes'Comentérios?
Deformacéao axial da ligagdo NH de amina primaria/ Grupos
3340 e 3275 NH, primarios apresentam duas absor¢des na regido entre
3380 e 3310 cm”™
3200 (F), 2950 e 2850 com | Deformacéo axial da ligagcdo NH de sais de aménio
bandas muiltiplas até 2300 | Absorcio forte e larga do grupo NH3"
*POUCHERT, 1981;SILVERTEIN e WEBSTER, 2000; SOCRATES, 199; (F) absorgéo forte

O derivado de octopamina foi submetido a analise por CG/DIC e CG/EM. A
figura 5.26 mostra o cromatograma deste derivado obtido por CG/DIC Perkin-

Elmer®. O TR observado foi de 10,25 minutos.
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Figura 5.26: Cromatograma do derivado de octopamina empregando-se PR-7 (90
umois de octopamina, 900 umoéis de CH, 100 °C, 60 minutos), apés analise por
CG/DIC Perkin-Elmer®.
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Na analise realizada por CG/EM Shimadzu®, o derivado de octopamina
apresentou um RT de 10,87 min. O cromatograma com o respectivo espectro de

massas segue na figura 5.27.
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Figura 5.27: Cromatogramal/espectro de massas do derivado de octopamina obtido
com PR-7 (90 umois de octopamina, 900 uméis de CH, 100°C, 60 minutos) apos
analise por CG/EM Shimadzu®.

O produto derivado da reacdo de condensacado da octopamina com a CH,
oxazolidina, pode assumir a forma tautomérica com a base de Shiff correspondente
(Fig. 5.28). Varios autores ja relataram a presenga de tautdmeros, quando
investigaram a fragmentagcdo de oxazolidinas contendo um grupo aminico
secundario (RENNEKAMP et. al.,1971; LEHTELA et. al., 1994; VAINIOTALO et. al.,
1990). Quando o grupo aminico € terciario este tautomerismo néo é favorecido
(LEHTELA et al.,1994).
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derivado 1, 3-oxazoliding
' (cadeia aberta)

(Cadeia fechada)

Massa Molecular 233
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Figura 5.28: Derivado de octopamina apds condensacao com cicloexanona (CH)
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Os principais ions observados no espectro da figura 5.27 sdo apresentados

na tabela 5.12. Em funcdo do tautomerismo observado, a fragmentacdo deste

derivado € bem mais complexa do que aquela observada para as oxazolidinas de

efedrina e p-sinefrina.

Tabela 5.12: Principais ions do espectro de massas do derivado de octopamina com
cicloexanona (CH) com as respectivas abundancias.

m/z (u.m.a.) Abundancia Relativa (%) IM-(X)
233 3 IM
190 37 IM-43
136 45 IM-97
111 100 IM-122

m/z = relagdo massa/carga; u.m.a. = unidade de massa atomica; IM = ion molecular;
X = massa do fragmento-chave

O cromatograma com o respectivo espectro de massas do derivado de

octopamina apds analise no CG/EM Varian® é apresentado na figura 5.29. O TR

observado foi de 8,02 minutos.

2.54

MCaounts

2.0
100%. M

15 75%1 136

0%

180

29% 233
0.5 0% ll] l ] ' | th\ |. ||| I
' 175

100 125

150 W 25

— —_—

0.04

Derivado de Cctopamina

TR =8.017 min

248

T
4.0 T4

100

min

Figura 5.29: Cromatogramal/espectro de massas do derivado de octopamina obtido
com PR-7 (90 umdis de octopamina, 900 umois de CH, 100 °C, 60 minutos), apos
analise por CG/EM Varian®.
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5.2. Preparacao da amostra
5.2.1. Extracao

Para a extracdo de p-sinefrina de material vegetal, geralmente, sédo utilizados
solventes polares como a agua destilada e o metanol (PELLATI et al., 2005;
PELLATI e BENVENUTI, 2007a; PELLATI e BENVENUTI, 2007b). Para estabelecer
a melhor opcao avaliou-se a solubilidade do extrato de CA nestes dois solventes. O
extrato mostrou-se facilmente soluvel em agua destilada. O mesmo comportamento
nao foi observado com a utilizacdo do metanol. Desta forma, os produtos derivados
de CA foram submetidos a extragdo com agua destilada empregando-se um
homogenizador de tubos conforme adaptagéo da técnica utilizada por ARBO (2008).
O tempo de extragdo e o numero de ciclos necessarios foram definidos em fungao

da complexidade da matriz empregada.
5.2.2. Extrac&o em fase solida (SPE)

Dependendo do material vegetal a extragdo da p-sinefrina foi acompanhada
de outros constituintes, conferindo ao extrato bruto um aspecto viscoso inadequado
para a analise cromatografica. Para o clean-up do extrato vegetal empregou-se,
entdo, a SPE.

O desenvolvimento do método de SPE foi realizado em duas etapas.
Inicialmente, foi selecionado o sorvente mais adequado para a finalidade pretendida

e apos, o protocolo de extragao foi otimizado.

A natureza e as propriedades do sorvente sdo fundamentais para a retengao
do analito. Logo, a sua selegao é crucial para o desenvolvimento do método. Neste
trabalho, empregou-se um cartucho do tipo trocador de cations SCX e os critérios
utilizados para a sua selegao foram a natureza da matriz (polar) e as caracteristicas
fisico-quimicas da p-sinefrina. Este analito possui carater basico (pKa = 10,2 — NH),
€ polar e soluvel em agua (NIEMANN e GAY, 2003; PELLATI e BENVENUTI,
2007b). O grupo aminico da p-sinefrina encontra-se facilmente protonado em
solucdo aquosa, existindo predominantemente na forma catidnica, facilmente
disponivel para a troca i6nica (PELLATI et al., 2005). O sorvente SCX possui grupos

sulfénicos [SO37] ligados a superficie da silica. Estes grupos séo fortemente acidos
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(pka < 1) encontrando-se ionizados numa ampla faixa de pH. Dentre os fatores que
podem influenciar a separagdao por troca ibnica, o pH da matriz € um fator
preponderante, porque a reteng¢ao de analitos ibnicos € obtida promovendo-se a sua
ionizagado (LANCAS, 2004). Com o objetivo de garantir a retencdo de analitos de
carater basico, como a p-sinefrina, o pH do extrato bruto foi ajustado para duas

unidades abaixo do seu pka.

Os principais parametros experimentais da SPE (condicionamento, aplicagao
da amostra, retengcdo e eluicdo) foram otimizados usando solugbes padrdoes de
aminas e uma amostra do extrato de CA. A eficiéncia do processo foi acompanhada

por CCD e por CG/EM apds reagao de derivagdo com CH.

A figura 5.30 apresenta os resultados que foram obtidos por CCD durante o

estabelecimento do protocolo da SPE.

SPE de p-gineftina

p-sinefrina

A, B c D E F [ H
Flaca 1 Flaca 2

Figura 5.30: Cromatografia em camada delgada (CCD) do extrato de Citrus
aurantium (CA) e das bases livres de aminas, em placas de celulose e fase moével
butanol:acido acético:agua destilada (5,5:1,4;3,0), apds revelagdo com ninhidrina e
aquecimento. Placa 01: (A) eluato obtido da SPE de CA; (B) extrato percolado de
CA; (C) padrao de p-sinefrina (Rf = 0,73); (D) extrato de CA nao submetido a SPE;
Placa 02: (E) eluato obtido da SPE do padrao de p-sinefrina; (F) extrato percolado
da solugéo padrao de p-sinefrina; (G) lavado do cartucho de SPE; (H) eluato obtido
da SPE de efedrina (Rf = 0,85) e (l) eluato obtido da SPE de octopamina (R¢ = 0,69).
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Para a interpretacao do resultado da CCD, foram utilizados como parametros
de identificagdo, a comparagao do fator de retencao (Rs) e a cor desenvolvida pelo

padrao e pela amostra analisados concomitantemente.

A presenca de p-sinefrina foi evidenciada nos eluatos da solugdo padréao e do
extrato de CA. Os eluatos da SPE, de outras solu¢des padrdes de aminas, como a
efedrina e octopamina, também mostraram resultados positivos. A presenca de p-

sinefrina nao foi detectada no percolado e nem no lavado da coluna de SPE.

A retencao da p-sinefrina ao sorvente de SPE (SCX) foi avaliada através da
analise da solucdo padrdo do analito e do extrato de CA por CG/EM, apds o

procedimento de clean-up e derivagao com CH.

Para a interpretagdo do resultado da analise por CG/EM foram utilizados
como parametros de identificacdo, a comparacdo do TR e do espectro de massa,
obtidos para a amostra e para o padrédo de p-sinefrina, analisados nas mesmas

condigdes.

A figura 5.31 apresenta o cromatograma e o correspondente espectro de
massas do extrato de CA apds a SPE e derivacdo com CH. O espectro de massa no
TR de 10,95 minutos é compativel com o derivado oxazolidina de p-sinefrina obtido

apos a derivacdo com a CH.

Oxazoliding de p-sinefring
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Figura 5.31: Cromatogramal/espectro de massas do extrato de Citrus aurantium L.
(CA) obtido apds clean-up por extragdo em fase sdlida (SPE), derivagdo com

cicloexanona (CH) e analise por CG/EM Shimadzu®.
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A analise da solugédo padrdo de p-sinefrina, apés SPE e derivagcdo com CH

demonstrou recuperagao quantitativa do analito superior a 90%.
5.3. Validagcao do Método

Considerando os resultados promissores obtidos nos testes de derivagdo com
CH, o derivado oxazolidina de p-sinefrina foi escolhido para estabelecimento do
método de quantificagcdo por CG/DIC seguido por confirmagcdo por CG/EM. O
protocolo de SPE também se mostrou adequado para o clean-up do extrato bruto e

foi utilizado conforme descrito em 4.4.
5.3.1. Linearidade

A linearidade do método foi avaliada, em trés dias diferentes, empregando-se
solugbes padrdes de p-sinefrina em CH, injetadas em ftriplicata. O método de
quantificacdo foi estabelecido por padronizagcao externa e a resposta do detector

apresentou-se linear na faixa de concentragéao entre 125-500 mg%.

A figura 5.32 apresenta a representagdo grafica obtida no estudo de
linearidade. A equacao da reta demonstrou um coeficiente de correlacao linear igual
a 0,9997.

Curva Padrao do Derivado Oxazolidina de Sinefrina
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Figura 5.32: Representagao grafica da curva padrdo da oxazolidina de p-sinefrina
obtida por analise em CG/DIC Perkin-Elmer®; r = coeficiente de correlagao
R? = coeficiente de determinagao
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Os valores experimentais obtidos na avaliagdo de linearidade séo

apresentados na tabela 5.13.

Tabela 5.13: Valores experimentais obtidos na elaboracdo da curva padrao da
oxazolidina de p-sinefrina por CG/DIC Perkin-Elmer® em trés diferentes.

Concentracdo (mg%) Areas absolutas* Média DPR**
125 37.112,5 | 38.405,3 | 35.532/4 37.016,8 3,89
150 48.939,6 | 50.143,4 | 50.713,7 49.932,2 1,81
200 81.175,7 | 80.983,6 77362,5 79.840,6 2,69
250 101.588,8 | 103.627,9 | 99.637,1 101.617,9 1,96
300 126.633,7 | 131.787,9 | 125.856,2 | 128.092,6 2,20
400 183.376,1 | 183.778,2 | 189.510,2 | 185.554,8 1,85
500 234.775,0 | 237.249,0 | 240.732,0 | 237.585,3 1,26

*Cada valor representa a média de trés determinagdes; **DPR = desvio padrao relativo

A andlise de variancia (ANOVA) das areas obtidas para as diferentes
solucdes padrdes de p-sinefrina demonstrou a existéncia de regressao linear e que
existe diferenga significativa entre as concentracbes. Nao foi observado desvio de

linearidade. A tabela 5.14 apresenta os resultados da ANOVA.

Tabela 5.14.: Andlise de variancia (ANOVA) das areas absolutas determinadas para
obtencgao da curva padrao da oxazolidina de p-sinefrina por CG/DIC Perkin-Elmer®

Fonte de variacdo | gl Soma dos quadrados Variancia F F critico
Entre 6 95629239002,5 15938206500,0 | 2618,3* 2,85
Regressao linear 1 95629239002,5 95629239002,5 | 15709, 7* 4,60
Desvio de 5 62840643,7 12568128,7 2,06™* 2,96
linearidade
Residuo 14 85221733,5 6087266,7
Total 20 95714460735,9 4785723037

* Significativo para p > 0,05; ** Nao Significativo para p > 0,05

Os resultados obtidos conferem validade ao método desenvolvido em relagao

ao parametro linearidade.

O cromatograma do derivado oxazolidina obtido por reacdo do padrao de p-

sinefrina (300 mg%) com CH é apresentado na figura 5.33.
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Figura 5.33: Cromatograma da oxazolidina de p-sinefrina (300 mg%) apds reacgéo
com cicloexanona (CH) e analise por CG/DIC Perkin-Elmer®.

5.3.2. Limites de deteccéao (LD) e de quantificagcdo (LQ)

Os LD e LQ obtidos para o método por CG/DIC foram obtidos por calculos
matematicos utilizando o desvio padréo (DP) do intercepto obtido a partir das curvas
padrées empregadas na avaliagdo da linearidade do método. Nas condigdes
estabelecidas no método proposto, os LD e LQ para a p-sinefrina por CG/DIC foram

33,0 mg% e 110,0 mg%, respectivamente.

Para fins de comparacdo com o método de quantificacdo por CG/DIC, séo
apresentados, na tabela 5.15, os LD obtidos por CG/EM e por CLAE/DAD.

Tabela 5.15: Limites de detecgdo (LD) obtidos por cromatografia a gas (CG) e
comparados com o0 a cromatografia a liquido de alta eficiéncia acoplado com
detector de arranjo de diodos (CLAE/DAD)

Equipamento Limite de detec¢cdo (mg%)
CLAE/DAD Waters® 0,104
CG/DIC Perkin-EImer® 33,0
CG/EM Shimadzu®
modo full-scan 200,0
modo single ion monitoring (SIM) 60,0
CG/EM Varian® modo full-scan 1,5
ARBO, 2008.

Os cromatogramas obtidos para os LD por CG/EM Shimadzu® e CG/EM

Varian® sao apresentados no anexo C.
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5.3.3. Preciséao

Para a verificacdo da repetibilidade foi empregado extrato de CA com
especificagcdo minima de 6% de p-sinefrina. Os resultados sao apresentados na
tabela 5.16 e representam seis determinacbes do extrato de CA a 100% da

concentracido do teste no mesmo dia e com o mesmo analista.

Tabela 5.16: Repetibilidade (precisdo intra-corrida) obtida através de seis
determinagoes do extrato de CA a 100% da concentragao do teste no mesmo dia.

Determinacdo | Area do pico | Sinefrina (%) Média (%)* DP DPR (%)**

124.777,5 6,46

01 118.432,3 6,18 6,27 0,16 2,58
118.520,2 6,18
105.059,9 5,75

02 114.643,1 6,17 5,97 0,21 3,52
110.705,5 5,98
113.537,3 6,05

03 105.833,3 571 5,88 0,17 2,89
109.797,3 5,87
105.581,6 5,67

04 107.872,0 5,76 5,80 0,16 2,75
112.924,5 5,98
121.692,5 6,14

05 123.090,4 6,19 6,19 0,06 0,89
124.383,9 6,25
109.948,2 5,93

06 107.969,6 5,84 5,90 0,05 0,88
109.938,1 5,93

MEDIA = 6,00 %; DESVIO PADRAO (DP) = 0,22 ; DPR (%) = 3,60

Os resultados obtidos para a verificacdo da precisdo intermediaria sao
apresentados na tabela 5.17 e representam seis determinacdes do extrato de CA a

100% da concentracao do teste em dois dias consecutivos por um analista diferente.
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Tabela 5.17: Precisao intermediaria (precisao inter-corridas) obtida através de seis
determinagdes do extrato de CA a 100% da concentragdo do teste em dois dias

consecutivos.
Determinac&o | Area do pico | Sinefrina (%) Média (%)* DP DPR (%)**

106.276,4 5,99

01 110.456,9 6,16 6,10 0,10 1,61
110.422,7 6,16
118.714,2 6,38

02 115.408,3 6,25 6,36 0,09 1,64
120.469,9 6,46
110.195,2 6,19

03 104.907,1 5,97 6,08 0,11 1,81
107.551,2 6,08
105.079,9 5,71

04 108.620,0 5,85 5,85 0,14 2,39
112.160,1 5,99
108.253,3 6,02

05 105.984,4 5,93 5,93 0,09 1,43
104.093,3 5,85
114.560,6 6,29

06 118.955,9 6,48 6,39 0,10 1,49
116.758,3 6,39

Média = 6,12 %; Desvio Padrdo (DP) = 0,22; DPR (%) = 3,59

*Cada valor representa a média de duas determinagdes; **DPR = desvio padrao relativo

O cromatograma do extrato seco de CA submetido a extragdo, clean-up por

SPE e derivagao com CH e analise por CG/DIC é apresentado na figura 5.34.
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Figura 5.34: Cromatograma do extrato seco de Citrus aurantium L. (CA) apds
extragao, clean-up por extracdo em fase sélida (SPE), derivagdao com cicloexanona
(CH) e analise por CG/DIC Perkin-Elmer®.

Os resultados obtidos conferem validade ao método desenvolvido em relagao

ao parametro

preciséo.
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5.3.4. Exatidao

Para verificagdo da exatiddo, empregou-se o método de adicdo de padrao a
um extrato de CA. O cromatograma correspondente a analise deste extrato por
CG/DIC antes da fortificagao é apresentado na figura 5.35.
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Figura 5.35: Cromatograma do extrato seco de Citrus aurantium L. (CA) utilizado
para avaliagdo da exatidao, antes da fortificagdo com o padrdo de p-sinefrina,
submetido a extragao, clean-up por extragdo em fase sélida (SPE), derivagdo com
cicloexanona (CH) e analise por CG/DIC Perkin-Elmer®.

Os resultados obtidos para avaliagao da exatidao sao apresentados na tabela
5.18.

Tabela 5.18 Recuperagao de p-sinefrina apds o procedimento de extragao, clean-up
por extracdo em fase sélida (SPE) e derivagdo da amostra com cicloexanona (CH).

Amostra Quantidade de p-sinefrina (mg%o) Recuperacéo(%)
Adicionada Recuperada
R4 168,5 125,0 + 3,7 74,2
R, 331,4 261,3 +8,65 78,8
Rs 432,5 351,9 +11,7 81,4

Recuperagdo média = 78,1%; DP = 3,64; DPR = 4,66%)

Os resultados obtidos para a recuperagéo da p-sinefrina, neste trabalho, sédo

comparaveis aos obtidos por PELLATI e col. (2005).
5.3.5. Especificidade e seletividade

A especificidade do método foi investigada analisando-se por CG/DIC
analogos estruturais da p-sinefrina, como a efedrina e a octopamina e outros

potenciais interferentes como a cafeina.

O cromatograma correspondente a analise do branco de amostra demonstra
a auséncia de picos interferentes nos reagentes (figura 5.36). O TR da CH foi

observado proximo dos quatro minutos.
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Figura 5.36: Cromatograma do branco de amostra apdés a derivagdo com
cicloexanona (CH) e analise por CG/DIC Perkin-Elmer®.

O TR da cafeina foi observado em 8,92 minutos apds a injecdo da solugao

padrdo. O cromatograma obtido no CG/DIC ¢é apresentado na figura 5.37.
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Figura 5.37: Cromatograma obtido apds a analise do padrao de cafeina em metanol
por CG/DIC Perkin-Elmer®.

Para avaliar a capacidade do clean-up por SPE em remover a cafeina, a
solugdo padréo desta xantina foi submetida ao protocolo descrito em 4.4. Apos o
clean-up por SPE e derivagdo com CH, o cromatograma obtido por CG/DIC
apresentou o0 mesmo perfil do cromatograma do branco de amostra apresentado na
figura 5.36, comprovando a eficacia da SPE para esta finalidade. A nao interferéncia
da cafeina na quantificacdo da p-sinefrina também foi avaliada pela a analise do

composto emagrecedor contendo extrato de guarana (figura 5.39).

A auséncia de picos interferentes nos cromatogramas de amostras de
derivados de CA (figuras 5.34, 5.38 e 5.39) corrobora os achados de PELLATI e col.
(2005). O eluato obtido por SPE mostrou-se livre de impurezas proporcionando

melhor seletividade para analise cromatografica.
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A tabela 5.19 apresenta o TR dos derivados de p-sinefrina, efedrina e de

octopamina apds reagao com CH e analise nos equipamentos de CG/DIC e CG/EM,

bem como os ions diagndsticos selecionados para a identificacao.

Tabela 5.19: Identificagdo dos derivados de p-sinefrina, efedrina e octopamina por
CG/DIC Perkin-Elmer® com confirmagao por CG/EM Shimadzu® e Varian®.

Equipamento | Oxazolidina | Tempo de retengéo fons diagnosticos (m/z) e
(min) abundancia relativa (%)
efedrina 9,06 -
CG/DIC p-sinefrina 10,30 -
Perkin-Elmer® | octopamina 10,25 -
efedrina 9,32 118 (57); 148 (99); 202 (100); 245 (20)
CG/EM p-sinefrina 10,95 120 (57); 150 (99); 204 (100); 247 (20)
Shimadzu® | octopamina 10,87 233 (3); 136 (45); 190 (37); 111 (100)
efedrina 6,57 118 (15); 148 (57); 202 (100); 245 (17)
CG/EM p-sinefrina 7,90 120 (20); 150 (56); 204 (100); 247 (17)
Varian® octopamina 8,02 233 (11); 136 (75); 190 (87); 111 (100)

m/z = relagdo massa/carga

5.3.6. Robustez

Foram testadas pequenas variagcbes nas condi¢des cromatograficas como
alteragbes na programacgao da temperatura da coluna e das rampas de aquecimento
e utilizagdo de colunas de diferentes fabricantes. Estas alteragdes ndo causaram
diferencas significativas no perfil cromatografico. Com relagdo ao preparo da
amostra para analise por CG, a utilizacdo de outras marcas de CH e de outros
fornecedores de cartuchos para SPE, também, nao promoveu alteragdo dos

resultados obtidos, demonstrando a robustez do método proposto.
5.3.7. Aplicagcéo do Método

O método analitico desenvolvido para quantificagdo de p-sinefrina por CG/DIC
foi adaptado para analise de outros produtos derivados de CA. Na presencga de
outros extratos vegetais, a matriz tornou-se insoluvel dificultando a extracdo da p-
sinefrina. Para contornar este problema de extragdo, o numero de ciclos
empregados foi aumentado e a eficiéncia do procedimento foi avaliada com base na
massa absoluta Os

recuperada. resultados obtidos na quantificagcdo sao

apresentados na tabela 5.20.
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Tabela 5.20: Resultados das analises em produtos derivados de Citrus aurantium

Produto

Fornecedor/Procedéncia

Média + DP (%)*

DPR (%)**

Frutos verdes

Porto Alegre

0,046+ 0,0015

3,34

Composto emagrecedor

Farmacia Manipulagao

6,70+ 0,26

3,95

DP = desvio padrao; DPR = desvio padréao relativo
*Cada valor representa a média de trés determinagdes

Os resultados obtidos para analise de p-sinefrina, no fruto de CA por CG/DIC,
foram equivalentes aqueles obtidos por ARBO (2008) por CLAE/DAD. Com relagao
ao resultado da quantificagdo no composto emagrecedor, o teor de p-sinefrina

encontrado esta de acordo com o valor especificado na formulagao.

Os cromatogramas obtidos para analise do fruto de CA e para o composto
emagrecedor por CG/DIC apds extragao, clean-up por SPE e derivagdo com CH séao

apresentados nas figuras 5.38 e 5.39, respectivamente.
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Figura 5.38: Cromatograma do fruto verde de Citrus aurantium L. (CA) apds
extragao, clean-up por extracdo em fase sélida (SPE), derivagdo com cicloexanona
(CH) e analise por CG/DIC Perkin-Elmer®.
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Figura 5.39: Cromatograma do composto emagrecedor contendo extrato de Citrus
aurantium L. (CA), extrato de Paullinia cupana (guarana) e Salix alba apds extragao,
clean-up por extracdo em fase solida (SPE), derivagcdo com cicloexanona (CH) e
analise por CG/DIC Perkin-ElImer®.
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6. CONCLUSOES






Para analise de p-sinefrina, em extratos de CA, foi estabelecido e validado um

método para quantificagdo por CG/DIC com confirmagao por CG/EM,;

Os resultados obtidos na validacdo demonstraram que o método de

quantificacdo por CG/DIC mostrou-se linear, especifico, robusto e preciso;

O método mostrou boa exatidao considerando-se a complexidade da matriz e

a necessidade de clean-up e derivagao;

O método validado foi aplicado para a analise de p-sinefrina em outras
matrizes de CA, como frutos e composto emagrecedor, com resultados

preliminares satisfatérios;

O clean-up do extrato bruto por SPE, em fase estacionaria SCX, associado
com a confirmagdo do derivado oxazolidina de p-sinefrina por CG/EM
proporcionaram, respectivamente, ganho de seletividade e identificagcao

inequivoca do analito;

A preparagao da amostra por SPE possibilitou, também, a concentragado do
analito, a redugdo do consumo de solventes téxicos, a protecdo da coluna

analitica do CG e a automacéao do processo de preparacao da amostra.

A derivagdo com CH mostrou-se mais vantajosa visto que este reagente é
mMenos oneroso, menos toxico, mais seletivo, o derivado obtido é mais estavel

e 0 seu padrao de fragmentagdo mais caracteristico.
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ANEXO A - Espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e de "*C
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Figura 01: Espectro de RMN 'H da (+)-p-sinefrina obtido em dimetilsulféxido (dmso-d®), 300 MHz, no equipamento
VNMRS-300 Varian®.

109



C-2C-5

C-3C-5
c-7
-1 c-2
o
c-1'
v g g A AN s Vot Y S A b W Lkl i AR b
||"|"|'—i—l"l—|—|—l"l"l—1"|"1|||‘|"'r'l—|—|—|—|—|—r—r-|'—r||"|‘|'|||||||||11|||||||L |||||'|||"|:|||1||T—|'1r'|||||||||||'1|||||||||||||'|'T_
180 160 140 120 100 80 60 40 20 FPPm

Figura 02: Espectro de RMN "*C da (+)-p-sinefrina obtido em dimetilsulféxido (dmso-d®), 75,4 mHz, no equipamento
VNMRS-300 Varian®.
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Figura 03: Espectro de RMN "H da oxazolidina empregando-se PR-5 (90 umol de (+)-p-sinefrina, 900 pmol de CH, 100°C,
60 min), obtido em dimetilsulféxido (dmso-d®), 300 mHz, no equipamento VNMRS-300 Varian®.
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Figura 04: Espectro de RMN "*C da oxazolidina obtida empregando-se PR-5 (90 umol de (+)-p-sinefrina, 900 pmol de CH,
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ANEXO B — Espectros de Infravermelho (V)
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Figura 01: Espectro de absor¢céo na regido do infravermelho (IV) da efedrina base
livre obtido no equipamento Nicolet 380 com acessoério de Refletancia Total
Atenuada (ATR) da Thermo Electron®.
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Figura 02: Espectro de absorgdo na regidao do infravermelho (IV) de efedrina.HCI
obtido no equipamento Nicolet 380 com acessério de Refletdncia Total Atenuada
(ATR) da Thermo Electron®.

115



eis]
96
94
92
a0
a5

3275

a6
84
a2
a0

3340

OH

78
76
74 HO
72

% Transmittance

70
=121
66
B4
B2
B0

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenurmbers (crm-1)
Figura 03: Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (IV) da octopamina
base livre obtido no equipamento Nicolet 380 com acessorio de Refletancia Total
Atenuada (ATR) da Thermo Electron®.
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Figura 04: Espectro de absor¢do na regido do infravermelho de octopamina.HCI.
obtido no equipamento Nicolet 380 acoplado com acessério de Refletancia Total
Atenuada (ATR) da Thermo Electron®.
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Figura 05: Espectro de absorgcéo na regido do infravermelho da base livre de ()-p-
sinefrina obtido no equipamento Nicolet 380 acoplado ao acessoério de Refletancia
Total Atenuada (ATR) da Thermo Electron®.
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ANEXO C — Cromatogramas/Espectros de Massa
CG/EM Shimadzu® (modo SIM)
CG/EM Varian® (modo full-scan)
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Figura 01: Cromatogramal/espectro de massa do derivado oxazolidina do padrao de
p-sinefrina (60 mg%) obtido apds a derivacdo com cicloexanona (CH) e analise por
CG/EM Shimadzu® no modo single ion monitoring (SIM).
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Figura 02: Cromatogramal/espectro de massa do derivado oxazolidina do padrao de
p-sinefrina (1,51 mg%) obtido apds a derivagdo com a cicloexanona (CH) e anadlise

por CG/EM Varian® no modo full-scan.
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