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Prefacio

Este ano o Programa Mestrado Profissional Tecnologia em Quimica e Bioquimica completa 11
anos de existéncia, sendo aprovado pela CAPES no inicio de 2012 com a primeira turma de 7 alunos
ingressantes ja em agosto do mesmo ano. Desde entdo o programa vem crescendo, tendo titulado 32
mestres até 0 momento e passando da fase de Programa iniciante para a de Programa consolidado. O
reconhecimento da qualidade da formacdo académica aqui oferecida é traduzida nas avaliacOes
quadrienais da CAPES, onde foi concedida a nota maxima em duas avaliacGes consecutivas. Essa
trajetdria de sucesso so foi possivel gracas a exceléncia dos alunos, docentes e gestores das empresas

parceiras.

A missdo principal do Programa é capacitar pessoas para a pratica profissional avancada e
transformadora de procedimentos aplicados para atuar em atividades técnico-cientifico e de inovacao,
visando atender demandas sociais, organizacionais ou profissionais do mercado de trabalho. A
associacdo entre a Academia e o0 Setor Produtivo oferece um ambiente inovador para o
aperfeicoamento dos profissionais atuantes no mercado de trabalho nas areas da quimica, bioquimica,
farmacéutica e bioldgica pelo aprendizado rigoroso de métodos e fundamentos cientificos, levando a

proposicdo de inovacgoes e aperfeicoamentos tecnoldgicos para a solucdo de problemas especificos.

O workshop anual do Programa é uma atividade que almeja a integracdo entre os alunos, professores
e 0s gestores das empresas. O evento se torna um forum para apresentacao e discussao dos projetos
desenvolvidos por seus alunos, além de proporcionar o encontro com os colegas e discentes dos outros
Programas do Instituto além de criar oportunidades para novas parcerias. Desde 2020, os Anais do
Workshop sdo gentilmente publicados pela editora Bllicher, com a funcéo de divulgar e valorizar os
resultados dos trabalhos desenvolvidos no IQUSP, uma vez que, devido a aceitacdo do formato,
abrimos esse canal de divulgacéo técnico-cientifico para todas as producgdes do Instituto de Quimica.
Os artigos publicados passaram por um rigoroso processo de avaliacdo por pares, escolhidos de

maneira imparcial, com emisséo de pareceres circunstanciados.
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Na 42 edicdo dos Anais do Workshop contamos com a contribui¢do de resumos expandidos de alunos
dos Programas de Pds-graduacdo Académicos e Profissional e de alunos de Iniciacdo Cientifica
dentro de varias tematicas das areas da quimica e bioquimica. Desta forma, agradecemos as
contribuigdes que compdes este volume, esperando que estas pesquisas sirvam cada vez mais como

uma ponte aproximando ainda mais a investigacdo académica do setor produtivo.

Séo Paulo, 11 de dezembro de 2023

Paulo R. H. Moreno

Denise F.S. Petri
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INDICE DE RETENCAO LINEAR EXPERIMENTAL PARA EXTRAIVEIS
ORGANICOS SEMIVOLATEIS

Angela Oliveira Francisco 12", Celso Blatt 3, Lourdes Marcela Yataco 2, Paulo R. H. Moreno **
1 — Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo (USP), Sdo Paulo, SP
2 — Ache Laboratdrios Farmacéuticos
3 — Agilent Technologies do Brasil

prmoreno@ig.usp.br; angela.francisco@ache.com.br

Resumo: Extraiveis organicos sdo compostos que podem ser extraidos de elastomeros, plasticos e revestimentos do
material de embalagem do medicamento, na presenca de solvente(s) e/ou condicdo(Bes) apropriado(s). A importancia dos
extraiveis esta relacionada a sua identidade, concentragdo e toxicidade, pois pertencem a uma categoria de impurezas
denominadas lixividveis, que podem estar presentes no medicamento, afetando sua seguranca, qualidade e eficacia. Este
artigo analisou padrbes de referéncia conhecidos como extraiveis de materiais de embalagem por cromatografia a gas
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS), e suas identidades foram obtidas comparando-se o tempo de retencéo,
indice de retencdo linear, os espectros de massas obtidos com a biblioteca instalada no equipamento e com a literatura,
quando disponivel. A partir dos padrBes de referéncia dos extraiveis analisados, foi confirmada a identificacdo de um
total de 17 compostos, 0s principais compostos presentes foram antioxidantes, plastificantes, mondmeros e &cido
estedrico. Seguindo a metodologia proposta, é possivel utilizar os indices de retencéo linear determinados neste artigo
como referéncia em um novo experimento, visto que os indices de retencdo linear aqui obtidos também foram comparados
com os valores disponiveis na NIST e na literatura. Esta correlacdo possibilita a classificagdo da identificagdo de um
extraivel de uma categoria proviséria, para confiavel quando o padrao de referéncia ndo estiver disponivel.

Palavras-chave: indice de retencdo linear, compostos semivolateis, extraiveis.

EXPERIMENTAL LINEAR RETENTION INDEX FOR SEMIVOLATILE
ORGANIC EXTRACTABLES

Abstract: Organic extractables are compounds that can be extracted from elastomeric, plastic and coatings of the drug
product packaging material, in the presence of an appropriate solvent(s) and/or condition(s). The importance of
extractables is related to their identity, concentration, and toxicity, as they belong to a category of impurities called
leachables, which may be present in drug product, affecting their safety, quality, and efficacy. This article analyzed
reference standards known as extractables from packaging material by gas chromatography coupled to mass spectrometry
(GC-MS), and their identities were obtained by comparing the retention time, linear retention index, mass spectra obtained
with the equipment library and with the literature when available. From extractables standards analyzed, a total of 17
compounds had their identification confirmed, the main compounds present were antioxidants, plasticizers, monomers,
and stearic acid. Following this methodology, it is possible to use the linear retention index determined in this article as
areference in a new experiment. This is possible because the indexes obtained in this study were validated by comparison
with the NIST and literature values. This correlation makes it possible to classify the identification of an extractable from
a tentative category to confident when the reference standard is not available.

Keywords: linear retention index, semi volatiles, extractables.
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Introducéo

Extraiveis organicos sao compostos que podem ser extraidos de componentes elastoméricos, plasticos
ou revestimentos do material de embalagem de um medicamento, quando na presenca de solvente(s)
apropriado(s)®.

A importéncia dos extraiveis, esta relacionada a sua identidade, concentragéo e toxicidade, visto que
pertencem a uma categoria de impurezas denominadas lixiviaveis, que podem estar presentes no
medicamento, afetando sua seguranca, qualidade e eficacia.

O foco da etapa de extracdo é a correta identificacdo destes extraiveis, visto que a identificacdo
antecede a etapa de avaliacdo de toxicidade. Uma avaliacdo de risco significativa, rigorosa, adequada
e precisa de um extraivel ou lixividvel s6 pode ser obtida quando o extraivel foi corretamente
identificado com alto grau de confianca. Por definicdo, um composto foi identificado se puder ser
atribuido um nome quimico adequado, uma identificacdo apropriada nimero (por exemplo, um
nimero de registro CAS) e uma estrutura quimica com um grau de confianca aceitavelmente alto?.

O grau de confianca atribuido a identificacdo € classificado como parcial, provisoria, confiavel e
confirmada®. Um composto pode ser considerado como parcialmente identificado, se puder ser
atribuido a uma classe de compostos que compartilham uma caracteristica funcional comum?,
IdentificacBes baseadas unicamente na correspondéncia espectral de massa sdo identificacdes
provisorias, pois esta € uma identificagdo “unidimensional”, onde a pega unica de evidéncia é o seu
espectro de massas®.

Uma identificacdo de categoria provisoria, pode se tornar tridimensional, ou como é chamada
categoria confirmada, analisando-se um padrdo auténtico (espectro de massas e tempo de retencéo).
Outra possibilidade é que a categoria provisoria obtenha evidéncias adicionais, tornando-se uma
identificacdo confiavel, sendo esta considerada bidimensional, por ser baseada em duas pecas
independentes de informacdes. Para se tornar confiavel, além da correspondéncia espectral presente
na categoria provisoria, € preciso contribuir com evidéncias adicionais®.

E aceito como evidéncia adicional, informagc6es presentes na documentacéo de apoio do fabricante,
que possibilite correlacionar o composto obtido experimentalmente com a composicdo do material
de embalagem, a confirmagdo da identidade do composto por analise em técnica ortogonal
considerando que o composto produz resposta tanto na cromatografia liquida quanto na cromatografia
a gas acoplada a um espectrometro de massas, comparacdo do espectro obtido experimentalmente
antes e apds uma derivatizaco, ou correspondéncia com o indice de retengao®®.

O indice de retencdo de um componente &€ um namero, obtido por interpolacéo, relacionando-se o
tempo de retengdo do componente em estudo com o tempo de retengéo de dois padrdes, geralmente
hidrocarbonetos na cromatografia a gas, que s&o eluidos antes e apos o pico do composto de interesse®.
A correlagdo do indice de retengdo obtido experimentalmente, com o indice de retencdo presente em
bibliotecas como a NIST, permite a obtencéo de um critério adicional para elevar a classificacdo da
identificacdo dos extraiveis, através da comprovacao de evidéncia adicional do indice de reteng&o.

O objetivo deste estudo foi a construcdo de uma base de dados através da injecdo de padrdes de
referéncia, conhecidamente atribuidos a extraiveis organicos de materiais de embalagens, e sua
comparacdo com os indices de retencéo presentes na literatura e na NIST, quando disponiveis.
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Experimental

As vidrarias empregadas para preparacao e analise foram previamente descontaminadas em solucéo
de &cido nitrico 5%.

Os padrdes analisados para determinacao do indice de retencdo foram preparados em diclorometano
na concentracdo de 5ug/mL a partir da solucdo estoque 200ug/mL em metanol sendo estes: 2-
fluorobifenila, bisfenol A, Bis-2-etil-ftalato, Irganox 415, caprolactama, BHT, difenilamina, &cido
estearico e Irgafos 168. Adicionalmente contemplou-se os padrdes para teste de Grob diluindo-se
1mL do padrdo de referéncia disponivel comercialmente em 20mL de diclorometano.

A mistura de padrdes foi analisada por injecdo direta em Cromatografo a gas Agilent 7890B Series
GC (Agilent Santa Clara, CA, USA) acoplado a detector de massas 5977B Quadrupolo (Agilent Santa
Clara, CA, USA) e equipado com coluna HP-5MS (30m x 0.25mm x 0.25um) (Agilent, Santa Clara,
CA, USA). As condi¢cdes cromatograficas seguiram conforme descrito: 40°C por 1 minuto, com
aquecimento subsequente de 10°C/minuto até 280°C, manteve-se por 2 minutos, na sequéncia
aqueceu-se 15°C/minuto até 310°C, manteve-se por 10 minutos; gas de arraste Hélio fluxo de 1,2
mL/minuto; temperatura do injetor de 300°C; modo splitless, liner 900uL, volume de injecdo de 1L,
temperatura da linha de transferéncia 320°C, fonte de ionizagdo por elétrons 70 eV, temperatura da
fonte 300°C, temperatura do quadrupolo 150°C, intervalo de detec¢do do MS 33-650 (m/z).

O indice de retencdo de linear (IR) foi calculado de acordo com Dool e Kratz®, utilizando uma série
homologa de n-alcanos (Sigma Aldrich, C8-C40). A identificacdo dos compostos semivolateis foi
realizada através da injecdo dos padrdes de referéncia, comparacao dos indices de retencao, espectros
de massa obtidos com as bibliotecas instaladas no equipamento (NIST 08/Willey 2014) e
literatura®"89,

Resultados e discussao

A Tabela 1 contém a composi¢do quimica, o nimero CAS, o tempo de retencdo do composto, o indice
de retencdo calculado, o indice de retencdo da NIST/literatura e o valor do match factor atribuido
pela NIST.
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Tabela 1: Nomenclatura do composto identificado, nimero CAS, tempo de retencdo, indice de retencdo linear
experimental, indice de retencéo da base de dados/literatura, desvio padréo e match factor NIST.

Tempo de NIST (Base Desvio Match
Composto CAS retencéo do 1A2 d_e dados)/ Padrio Factor
Composto Literatura® NIST®
1-Octanol 111-87-5 8,368 1071 1068 1,8 NI
Nonanal 124-19-6 8,918 1106 1102 2,5 798
2,6’—dimeti|-fenol 576-26-1 8,967 1109 1105 2,7 871
Acido 2-etil-
hexanoico 149-57-5 9,030 1113 1122 6,4 675
2,6-dimetil-anilina 87-62-7 9,915 1172 1167 3,4 NI
Caprolactama 105-60-2 11,078 1252 1244 55 880
2-Fluorobifenila 321-60-8 12,770 1375 1346 20,5 944
Metil undecanoato ~ 1731-86-8 13,425 1425 1427 1,3 859
Diciclo-hexilamina 101-83-7 13,565 1436 1431 3,6 771
Di-terc-butil metil
fenol (BHT) 128-37-0 14,623 1520 1518 1,5 935
Metil laurato 111-82-0 14,679 1525 1527 1,5 844
Difenilamina 122-39-4 15,933 1631 1637 4,5 921
Acido estearico 57-11-4 21,275 2158 2178 14,1 778
Bisfenol A 80-05-7 21,527 2186 2192 4,2 925
Bis-2-etil-ftalato 117-81-7 24,578 2555 2550 3,8 911
Irganox 415 96-69-5 26,465 2784 ND ND 754
Irgafos 168 31570-04-4 32,310 3439 3396 30,2 797

aqndice de Retengdo Calculado, Indice de Retencéo da Literatura, *Valor de match fator atribuido pela NIST.
NI: N&o identificado, ND: néo disponivel

A tabela 1 apresenta os resultados experimentais obtidos para o indice de retencdo dos padrdes de
referéncia de extraiveis organicos, e 0 comparativo destes resultados experimentais com os resultados
ja disponiveis em base de dados NIST, ou literatura.

Foram analisados 17 compostos, sendo padrbes de referéncia de extraiveis e padrdo para teste de
Grob, utilizado para avaliacdo da performance do equipamento. Dos padrdes de extraiveis
identificados temos representantes de antioxidantes, plastificantes, mondmeros, e 0 acido estearico
que é o produto da reacdo do estearato de calcio, empregado para capturar residuos de &cidos fortes
durante o processo de manufatura do polimero®°.

Para maioria dos compostos o indice de retencdo linear experimental estd muito préximo ao indice
de retencédo presente na NIST ou na literatura. O intervalo de desvio padrdo encontrado esta entre 1,3
e 30,2. O valor mais discrepante de desvio padrdo é observado para o Irgafos 168, sendo este um
antioxidante adicionado no processo de fabricacdo de material polimérico para evitar degradacéao
térmica e oxidativa'®. Para o Irganox 415 ndo foram encontrados valores de indice de retencio na
NIST nem na literatura.
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Conclusoes

Através do estudo realizado foi possivel obter o indice de retencdo linear experimental para
compostos conhecidamente atribuidos a extraiveis organicos de materiais de embalagens e comparar
com os indices de retencdo presentes na literatura e na NIST, quando disponiveis. Seguindo a
metodologia proposta, é possivel utilizar os indices de retencéo linear determinados neste artigo como
referéncia em um novo experimento. Visto que os indices de retencdo linear determinados neste
estudo também foram comparados com a NIST e com a literatura. Esta correlagdo possibilita a
classificacdo da identificacdo de um extraivel de uma categoria provisoria, para confiavel quando o
padréo de referéncia néo estiver disponivel.

O intuito futuro deste estudo € ampliar a base de dados da metodologia proposta desafiando o indice
de retencdo linear de outros compostos extraiveis de materiais de embalagem, disponiveis como
padrdes de referéncia.
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Injection water (with
sulfate)

Challenges for water injection that maintains the quality of offshore oil production.

ALTERNATIVAS PARA OTI MIZACAO DO TRATAMENTO DA AGUA DE
INJECAO NO PRE-SAL
Jodo P. Abreul* , Denise F. S. Petrit
1- Instituto de Quimica, Universidade de Séo Paulo (USP), Séo Paulo, SP

*e-mail: jpabreu@usp.br

Resumo: Uma parte da populacdo ainda tem o pré-sal como uma novidade promissora para o futuro,
mas o fato é que a producdo de petroleo a partir desta camada ultra profunda do territério brasileiro,
ja corresponde a quase 75% de toda a producdo nacional, para a surpresa de muitos. 1sso quer dizer
que grande parte dos combustiveis que movimentam o pais, transportam pessoas e mercadorias, assim
como também os mais diversos produtos de origem petroquimica do nosso uso diario, sdo produtos
compostos de elementos destas valiosas reservas. Quando se fala em desafios promissores
atualmente, estamos falando da margem equatorial, em processo de solucdo de questdes ambientais.
Sobre o pré-sal, os desafios do presente estdo ligados & manutencdo dos niveis de producéo e para tal
é necessario manter a pressao dos reservatdrios, que devem ser recuperados constantemente ao longo

da vida produtiva. Nesta resenha, serd comentado um processo especifico de recuperacdo que € a
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injecdo continua de agua nos reservatorios. Em alto mar, esta tecnologia tem desafios muito
particulares, principalmente quando se fala da injecdo da prépria agua do mar, o que acontece na
maioria dos casos da Bacia de Santos.

Palavras-chave: pré-sal, producéo, petréleo

Alternatives for optimizing water injection in the pre-salt layer

Abstract: Some people still perceive the pre-salt as an exciting prospect for the future, but in fact oil
production from these ultra-deep layers already accounts for nearly 75% of Brazilian total production.
It means that a significant portion of the fuels powering our nation, transporting people and goods, as
well as a wide array of petrochemical products used in our daily lives, are derived from these valuable
resources. When we discuss current promising challenges, the focus shifts to the equatorial margin,
where environmental issues are in the process of being addressed. Regarding the pre-salt, the present
challenges revolve around maintaining production levels. To achieve this, it is crucial to sustain the
reservoir pressure, a task that demands continuous injection of a fluid throughout their productive
life. This mini-review delves into a specific recovery method, namely the continuous injection of
water into reservoirs. In offshore locations, this process presents unique challenges, particularly when
it involves injection of seawater, a common practice in the Santos Basin.

Keywords: pre-salt, production, oil
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INTRODUCAO

A histdria da producéao do pré-sal comeca em 2008, quando foi produzido o primeiro 6leo do
campo de Jubarte, na Bacia de Campos. Apds 2 anos, ja em 2010, foi instalada a primeira plataforma
na Bacia de Santos, inteiramente dedicada ao pré-sal e que inaugurou uma nova era de producao de
petréleo no pais. Hoje sdo cerca de 30 plataformas produzindo da camada pré-sal, sendo que 23
inteiramente dedicadas, produzindo a maioria de todo o volume de petrdleo gerado no pais. Em 2023,
em média se produz 3,3 milhdes de 6leo equivalentes por dia (boe/d) do pre-sal, 75% da producao
total do Brasil.

No desenvolvimento da producéo de petréleo em campos terrestres e maritimos ha um desafio
comum que é a queda de pressdo dos reservatorios ao longo da sua vida produtiva. E compreensivel
que a medida que a mistura de 6leo e gas € produzida, a forca para que estes fluidos cheguem de
forma natural a superficie seja reduzida ao longo do tempo. Para a manutencao da produtividade dos
campos se faz necessaria a aplicagdo de métodos de recuperacdo!, como mostra a Figura 1.

METODOS DE RECUPERACAO DE PETROLEO

-Inje¢io de agua
Convencionais
Secundarios
-Injegdo de Gas
-Injecdo de Vapor

Térmicos

Espediais -Combustdo in Situ
Terciarios

-Injecdo de CO,

Nao Térmicos -Injecao de Polimeros

-Injegdo de Surfactantes

Figura 1. Principais métodos de recuperacdo de reservatorios de petréleo

O método de injecdo de agua é um método convencional secundario, que visa manter a pressao
(energia) e fazer o varrido do reservatdrio (deslocamento do 6leo para os pogos produtores). Na Figura
2, para ilustrar a importancia da injecdo de agua, sdo mostradas as projecdes calculadas no estudo de
um reservatorio real (Campo de Marlim — Petrobras), para o fator de recuperacéo (FR) do campo com

e sem injecdo de agua.
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CAMPO DE MARLIM - FATOR DE RECUPERAGCAO
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Figura 2. Fator de recuperacao (FR) calculado para o campo de Marlim sem injecéo de agua (linha

vermelha) e com injecéo de agua (linha azul).

Na producdo de petréleo dos campos do pré-sal, mais especificamente na Bacia de Santos, a
importancia da injecdo de agua com qualidade é notavel e essa qualidade é garantida nas instalagdes
de superficie, mais especificamente nas unidades de remocéo de sulfato, que se encontram instaladas
nas plataformas de producdo. Em grande parte das plataformas de producdo, existem sistemas
dedicados a injecdo de 4gua. A maioria das plataformas se localizam entre 100 e 450 km da costa do
Sudeste. As plataformas que sdo vistas proximas a costa no Sudeste sdo de aguas rasas (pos-sal) ou
unidades de manutencdo. Na Figura 3, a foto representa em destaque a direita uma plataforma na
costa litoranea. Se trata de uma das principais produtoras da Bacia de Santos, ficando a 400 km
aproximadamente da cidade de Santos e a 250 km da cidade do Rio de Janeiro?.

Abaixo desta plataforma, que € um grande navio (casco) adaptado com instala¢es de producéo, ha
uma lamina d’agua e toda uma extensdo de solo que foi perfurado anteriormente por uma outra
unidade especifica até o alcance das rochas que contém 6leo e gas no pré-sal. A soma de lamina
d’agua e solo perfurado pode atingir até 7 mil metros no pré-sal. Dai saem diversos dutos ligados as
perfuracGes que formam os pogos produtores. O Brasil, através da Petrobras, estd na vanguarda deste
tipo de producdo em &guas ultra-profundas. E interessante também observar, que distintamente do
senso comum, oS reservatorios ndo sdo formados de bolsbes de 6Oleo e gas e sdo na verdade

constituidos das rochas, com os seus poros impregnados por 6leo e gas em alta pressio?.
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Figura 3. Exemplo de plataforma de producéo real, a 400 km aproximadamente da cidade de Santos

Conforme dito anteriormente, hd uma queda natural desta pressdo com a evolucédo da producao
e este € o motivo pelo qual hd necessidade de injecdo de dgua pressurizada nos reservatorios. Sdo
diversos os problemas relacionados a especificacdo da &gua para injecdo, sendo o0s principais a
possibilidade de danos a integridade do reservatorio, perda de injetividade, corroséo, incrustacdo e
acidulagdo biogénica ou “souring”®. A unidade de remocdo de sulfato em superficie adequa a
concentracdo de sulfato na dgua a ser injetada, principalmente porque a agua de injecédo utilizada no
caso de estudo ¢é a agua do mar. Existem outras fontes de dgua para injecdo, como agua de aquifero,
agua produzida e separada do petréleo, além de outras fontes menos disponiveis e ndo aplicaveis ao
cenario, como agua de rios e lagos®.

A agua do mar carrega grandes concentra¢fes do ion sulfato, que é o elemento causador da
acidulacdo biogénica, mecanismo em que bactérias ao consumirem o sulfato acabam gerando como
produto o sulfeto de hidrogénio (H.S), extremamente prejudicial aos processos de producdo de
petroleo, pela sua toxicidade e corrosividade®. A Figura 4 ilustra 0 mecanismo proposto para a

producdo de HS.
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Figura 4. llustracdo do processo de “souring” biogénico (por Alexandre Guedes Siqueira — Cenpes)

Para evitar a concretizacdo do processo de acidulacdo, a agua € tratada nas unidades de
remocéao de sulfato sendo submetida a nanofiltragdo atraves de membranas com graduacéo especifica
para retencdo e rejeito dos ions sulfato. O problema € a contaminagdo dessas membranas pela
formacdo de incrustacBes inorgéanicas e organicas, tendo como consequéncia direta a perda de
eficiéncia de separacdo e o aumento de diferencial de pressdo no fluxo através dessas membranas.
Isto encurta os tempos de operacdo das membranas, até serem paradas para um processo de limpeza,
que pode causar prejuizos diretos com impactos em custos de operacao, investimento e perdas de cota
de injecdo de agua e consequentemente de producdo de Oleo e gas. Se os ciclos de contaminagdo e
limpeza das membranas ndo ocorrer de forma otimizada, as perdas sdo ainda maiores com a
necessidade de troca das membranas antes do tempo de vida util esperado em condi¢Ges normais e as
perdas decorrentes destas trocas sdo ainda maiores.

O problema de incrustacdo e depositos nas membranas ja € amplamente conhecido e tratado
com tecnologias consolidadas de dosagens de inibidores de incrustacdo de depositos inorgénicos e
cloracdo da agua para evitar a proliferacdo de matéria organica (biofilme). Todavia, no ambiente de
estudo (pré-sal da Bacia de Santos), na maior parte dos casos, as alternativas convencionais ndo tém
apresentado a eficiéncia esperada ou ao menos deixam margem para melhorias e ganhos com
evolugBes nos métodos de pré-tratamento da dgua que ird passar pelas membranas®. E nessa margem

para avangos tecnologicos que surgem as alternativas de utilizacdo de campo magnético para
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influenciar nos mecanismos de formacdo de sais e até mesmo de coldnias de bactérias. Embora se
trate de uma tecnologia consolidada em tratamento de dgua, com inumeras aplicacdes, registros de
produtos e patentes, no tratamento de agua do mar para injecdo sao requeridos estudos e propostas
para otimizar e maximizar os ganhos com aumento dos tempos de operacdo (chamados de tempos de
campanha) dos trens de membranas utilizados nas unidades de remocéo de sulfato.

Aplicacao de campo magnético na agua de injecdo como alternativa de tratamento

complementar

Esta alternativa, ou seja, a utilizacdo de campos magnéticos para interferéncia nos processos
de formacao de cristais pelos sais presentes na dgua ja foi implementada em escala de producédo. Este
mecanismo encontra fundamentacao tedrica nas forcas de Lorentz exercidas sobre os ions pelo
magnetismo®, que muda a forma com que principalmente as moléculas de &dgua envolve os ions,
dificultando a expansdo dos cristais, retardando o seu crescimento e deposicdo nos sistemas®’.

Consideremos uma situa¢do em que uma carga elétrica esta sujeita a forca magnética e a forca
eletrostatica, ou seja, na presenca de um campo elétrico e de um campo magnético. Neste caso, temos
entdo a atuacao da assim denominada Forca de Lorentz (F), que é a resultante das forcas de interacédo
da carga (g) com o campo elétrico (E) e com o campo magnético (B). O fluxo da solucao eletrolitica
é representado por v °:

F=q.E+q.(v.B) (1)
Considerando o meio eletrolitico, ou seja, tendo ions dissolvidos em sua composicéo, os efeitos
gerador e motor, explicados anteriormente, ocorrerdo sobre as moléculas deste meio liquido de forma
similar ao ocorrido com o condutor sélido (4). Na pratica, quando uma carga € submetida a um campo
magnético, seu momento magnético p tende a se alinhar com o campo e este nucleo sofre um
movimento de precessdo, que ¢ um movimento rotacional com determinada frequéncia radial®. Esta
teoria se aplica a este caso, onde as nuvens eletrnicas dos ions presentes sofrem com esta
desorientacdo rotacional provocada pelo campo magnético, o que interfere no modo como os ions

interagem para a formag&o dos cristais®’.
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A teoria que se sustenta em experimentos mostra que as solugdes eletroliticas fluindo
perpendicularmente e sendo submetidas as linhas de forca do campo magnético acabam tendo alterada
a forma com que as moléculas de dgua promovem a solvatacdo dos ions presentes. Isso acaba
interferindo na formagao dos cristais e a tendéncia de deposicio dos mesmos®’.

Um ensaio teste em escala laboratorial foi realizado para investigar o efeito de campo
magnético aplicado em solucgdes de carbonato de célcio e as interferéncias nas incrustacfes formadas
por depdsitos de sais da solugdo’. As solugBes de carbonato de calcio foram submetidas a campos
magnéticos de até 7.000 Gauss. A incrustacdo ocorreu em superficie metalica com temperatura entre
40 °C e 60 °C. Alteracdes na quimica da solucdo, potencial zeta e tamanho de particula também foram
investigados. Os depdsitos de incrustacdes foram analisados por microscopia eletrdnica de
varredura’. Os resultados mostraram que o tratamento magnético teve um efeito significativo na
precipitacdo/deposicao de carbonato de célcio da solucdo sob condi¢es fisico-quimicas controladas.
A escala foi afetada pela temperatura do sistema, pH e grau de supersaturagdo. O campo magnético
mostrou influenciar significativamente o potencial zeta e a distribui¢cdo granulométrica das particulas
formadas em solugéo, bem como a morfologia cristalina dos depdsitos de carbonato de célcio’.

E necessario pontuar o efeito memaria, em que a mudanca no modo de interacdo entre as
moléculas e os ions permanece mesmo apos horas. 1sso é o que viabiliza a utilizacdo nos processos,
ja que seria oneroso e de dificil aplicacdo ao longo de todos os pontos da unidade de processo em que
se deseja obter o efeito anti-incrustacdo. Este efeito é reduzido ou totalmente eliminado pelo aumento
de temperatura e/ou alteracio de pH do meio®.

A exposi¢cdo a campo magnético criado por imds permanentes aparenta ser a forma mais
viavel de tratamento de agua em escala de producgéo pois ja € aplicado amplamente em processos de
producdo de agua potavel®, por exemplo. Os imds permanentes trazem a vantagem de ndo
necessitarem de consumo de energia elétrica para a geracdo de campo magnético, o que poderia ser
muito oneroso e inviavel economicamente para uma unidade de producdo em ampla escala.
Adicionalmente, a instalacdo desses iméas é um processo relativamente simples por ndo ser invasivo
e nao requererem contato direto com fluidos de processo ja que podem ser instalados na parte externa
das tubulacdes®. A Figura 6 mostra fotografia de uma tubulacio de agua a montante dos trens de

membranas em unidade de remocéo de sulfato, com imas permanentes instalados ao seu redor.
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Figura 5. Fotografias de imas instalados ao redor de tubulagdo de 4gua a montante dos trens de

membranas em unidade de remocéo de sulfato

CONCLUSAO

O pré-sal ndo s6 é uma realidade, como atualmente trata-se de um dos grandes motores de
desenvolvimento do pais, seja através das receitas geradas por exportacdo de Oleo, seja pelo
abastecimento de toda a cadeia de refino e industria. Na busca por fontes de menor impacto ambiental
ou “mais limpas” h& uma tendéncia mundial de mudanca na matriz energética nos proximos anos,
mas a importancia do petroleo permanecera relevante nas proximas décadas. Neste contexto e com
0 desenvolvimento continuo das tecnologias de exploracédo e producéo, o petroleo do pré-sal € um
recurso economicamente muito atrativo a ser aproveitado intensamente pelo pais nos préximos anos.
Para manter a produtividade dos campos é fundamental o sistema de recuperacdo de pressdo dos
reservatérios atraves da injecdo de dgua, um recurso que exige uma engenharia focada para que se
tenha um processo continuo e eficiente. A utilizacdo do magnetismo para mitigar o problema de
incrustacbes em membranas e tubulacfes é uma estratégia barata, segura e ndo-invasiva que tem
trazido bons resultados ndo s6 no tratamento de agua para inje¢do, mas também na producdo de &gua

potéavel e 4gua de utilidades (resfriamento e aquecimento).
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ELETRODOS DE GRAFITE TRATADO A LASER PARA
QUANTIFICACAO AMPEROMETRICA DE INDAPAMIDA

Thawan G. Oliveiral, Irlan S. Lima?, Wilson A. Ameku?, Josué M. Gongalves!, Henrique E. Toma® and Lcio
Angnes®”.
1 —Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo (USP), Sdo Paulo, SP
Thawan.oliveira@usp.br

Resumo: A gravacdo a laser € uma técnica conveniente, rapida, de uma etapa e ecologicamente correta, usada para
produzir superficies mais condutoras por pirélise local. O tratamento térmico do laser também pode remover materiais
ndo condutores das superficies dos eletrodos e melhorar o desempenho eletroquimico. A melhoria foi avaliada por
ferramentas eletroquimicas como voltamogramas ciclicos e espectroscopia de impedancia eletroquimica usando [Fe(CN)
6]°’* e dopamina como sondas redox. Os resultados eletroquimicos observados mostraram que uma superficie tratada
apresentou melhora na transferéncia de elétrons e menor resisténcia a transferéncia de carga. Otimizamos 0s parametros
da maquina a laser para alcancar o desempenho eletroquimico aprimorado da mina de grafite, como tipo de grafite e
poténcia do laser, taxa de varredura e distancia de saida. O material resultante foi adequadamente caracterizado por
espectroscopia Raman e microscopia eletronica de varredura (MEV), onde foi observada uma superficie irregular
composta por particulas cristalinas de grafite. Além disso, como prova de conceito, foi aplicado para detectar indapamida
(IND) em urina sintética por analise de injecdo em fluxo (FIA), uma droga diurética frequentemente usada por atletas
para alterar a composicao da urina e ocultar o consumo proibido de substancias. em testes de doping.

Palavras-chave: laser; sensor eletroquimico; diurético; andlise por injecao em fluxo (FIA).
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Laser-scribed pencil lead electrodes for amperometric quantification of indapamide

Abstract: Laser engraving is a convenient, fast, one-step, and environmentally-friendly technique used to produce more
conductive surfaces by local pyrolysis. The laser's thermal treatment can also remove non-conductive materials from the
electrode surfaces and improve electrochemical performance. The improvement was assessed by electrochemical tools
such as cyclic voltammograms and electrochemical impedance spectroscopy using [Fe(CN)¢]** and dopamine as redox
probes. The electrochemical results observed showed that a treated surface showed an improvement in electron transfer
and less resistance to charge transfer. We optimized laser machine parameters to reach the enhanced electrochemical
performance of the graphite mine, such as graphite grade and laser power, scan rate, and output distance. The resultant
material was adequately characterized by Raman spectroscopy and scanning electron microscopy (SEM), where an
irregular surface composed of crystalline graphite particles was noticed. Furthermore, as a proof-of-concept, it was
applied to detect indapamide (IND) in synthetic urine by flow injection analysis (FIA), a diuretic drug often used by
athletes to alter urine composition to hide forbidden substance consumption in doping tests.

Keywords: pencil lead; laser; electrochemical sensor; diuretic; flow injection analysis (FIA).

Introducéo

A técnica de gravacdo a laser é uma maneira rapida, pratica e ecologica de padronizar trilhas
condutoras de grafeno tridimensionais em materiais com teor de carbono por pirdlise local direta [1].
Permite a producdo em massa e a miniaturizacdo de dispositivos eletroquimicos sem a necessidade
de reagentes ou de um ambiente controlado. Além do tratamento superficial de materiais carbonéceos,
a gravacao a laser também tem sido utilizada para produzir superficies de carbono em substratos
poliméricos como poliimida [2], polieterimida [3] e papeldo [4], gerando sensores eletroquimicos
para as mais diversas aplicacdes [ 1].

O processo de gravacgdo a laser melhora o desempenho eletroquimico dos eletrodos. Entre os fatores
que contribuem para essa melhoria podem ser listados o aumento da cristalinidade e da area
superficial do material, a remocéo de materiais ndo condutores e até mesmo a geracéo de grafeno [5].
No caso de eletrodos construidos com grafite, a remocéo de detritos torna-se um dos fatores mais
importantes [6]. Além disso, foi demonstrado que a associacdo de gravacdo a laser e tratamento
eletroquimico foi eficaz na otimizagdo da estrutura de grafite do eletrodo serigrafado comercial,
resultando em melhor desempenho [7].

Na literatura, existem muitos estudos utilizando lapis de grafite para aplicacGes de eletroanalise. No
entanto, até onde sabemos, as minas de grafite usadas para carregar lapiseiras ainda ndo foram
submetidas a tratamento a laser para melhorar o desempenho eletroquimico. As minas de grafite sdo
materiais acessiveis e econdmicos encontrados em varios graus (de 10B a 10H) [8]. As minas de
grafite sdo constituidas por uma mistura de ligantes de argila/cera e p6 de grafite. Quanto mais argila
e cera tiverem, mais duros (H) e mais claros serdo os tragos deixados no papel; por outro lado, quanto
mais grafite em sua composi¢éo, mais macias ou mais pretas (B) serdo as minas de grafite [8]. Sua
estrutura é composta por ligacdes de carbono pendentes e atomos de carbono hibridizados com sp?
no plano basal e nas bordas, e a presenca de grupos de oxigénio, como carboxila e carbonila,
proporciona desempenho eletroquimico diferenciado [9]. Devido as suas propriedades, é amplamente
aplicado em diversas areas, como a biomedicina, para medir a concentracdo de anticorpos anti-toxina
diftérica em amostras de soro para avaliar o grau de imunizacao [9].
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Neste estudo, os cabos de grafite foram tratados com laser para melhorar suas caracteristicas
eletroquimicas. Apos estabelecidas as melhores condicgdes, as grafites tratadas foram aplicadas a
quantificacdo de indapamida em baixas concentracBes. Esse diurético de intensa acdo anti-
hipertensiva [10] esta proibido no esporte desde 1988, pois €é utilizado para reduzir o peso corporal
para qualificar o competidor em uma categoria de menor peso, bem como para manipular a urina a
fim de mascarar resultados positivos nos testes antidoping [11]. Portanto, sete graus diferentes de
eletrodos de grafite foram testados usando diferentes parametros da laser de CO,, como taxa de
varredura, poténcia do laser e distancia focal da fonte do laser, para encontrar o melhor eletrodo de
grafite e condicGes ideais de tratamento. Experimentos eletroquimicos foram explorados para
selecionar o melhor eletrodo. Caracterizagfes adicionais das superficies dos eletrodos gravados a
laser foram feitas por espectroscopia Raman e microscopia eletrénica de varredura (MEV). O eletrodo
de grafite otimizado foi aplicado para a analise de indapamida em amostras de urina sintética
utilizando amperometria e analise de injecdo em fluxo (FIA).

Experimental

Tratamento a laser dos eletrodos de grafite

Ap0s a série de experimentos, as minas de grafite H apresentaram o melhor desempenho, e cerca de
70% da extensdo de cada mina era envernizada. A extremidade revestida foi lixada para retirada do
revestimento e em seguida polida em papel de escritorio até obter uma superficie lisa e brilhante. Na
sequéncia, as minas de lapis foram fixadas (individualmente ou em grupos) na massa de modelar em
uma posicao que formasse um angulo de 90° com a base da maquina a laser. Posteriormente, a saida
do laser foi posicionada a 10 mm da superficie polida do grafite do lapis. O laser escaneou uma area
de 3 x 3 mm usando uma poténcia e taxa de varredura de 50% e 1 mms™. O tratamento durou
aproximadamente 10 s quando unidades individuais foram tratadas. Em experimentos envolvendo
grupos de minas, a area foi aumentada para 5 x 5 mm. Durante o uso como eletrodo o contato elétrico
foi estabelecido no lado oposto, na regido nao revestida.

Caracterizacao eletroquimica

Voltamogramas ciclicos (CVs) e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) foram registrados
usando o potenciostato PGSTAT 128N com o modulo FRAZ2. Para avaliar o desempenho dos
eletrodos gravados a laser, foram realizados experimentos utilizando um eletrodo de carbono vitreo
(GCE), um grafite ndo tratado (NTGr) e o grafite tratado a laser (LTGr) como eletrodo de trabalho.
Ag/AgCI (3,0 mol L' KCI) e Pt como eletrodo de referéncia e auxiliar, respectivamente, completaram
o arranjo. Os (trés) diferentes eletrodos de trabalho foram avaliados por experimentos de voltametria
ciclica utilizando solugdo de 1 mmol L de [Fe(CN)e]*"* preparada em 0,10 mol L* de KCI e também
utilizando 1,0 mmol L de dopamina em tamp&o acetato 0,10 mol L*, utilizando uma taxa de
varredura de 50 mV s, A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) também foi explorada
para comparar o0s eletrodos de grafite ndo tratados e tratados. Os experimentos foram realizados no
potencial de circuito aberto (usando o mesmo Ag/AgCl (3,0 mol L™! KCI) e eletrodo de Pt empregado
em CVs) em uma solugéo contendo 4,0 mmol L' [Fe(CN)s]** preparado em solugdo de KCI 0,10
mol Lt aplicando potencial alternado com amplitude de 10 mV operando na faixa de frequéncia de
0,10 Hz a 100 kHz.
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Resultados e Discussao

Comportamento eletroquimico

O tratamento a laser melhorou o desempenho eletroquimico do grafite. Para demonstrar esse aspecto,
duas espécies bem conhecidas, [Fe(CN)s]>’*e dopamina foram selecionadas para testes
comparativos. A separagdo pico a pico (AEp) da sonda redox da esfera interna [Fe(CN)s]*"* diminuiu
de 467 mV para 112 mV (Figura 1A). No caso da dopamina, o AEp diminuiu de 249 mV para 138
mV (Figura 1B), indicando que a transferéncia de elétrons entre o eletrodo e a molécula organica
tornou-se rapida [12].
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Figura 1- Voltamogramas ciclicos (CVs) registrados com uma taxa de varredura de 50 mV s usando grafite
tipo H ndo tratado - NTGr (azul) e tratado - LTGr (vermelho). (A) Solugdo aquosa de KCI 0,10 mol L
contendo 1,0 mmol L' [Fe(CNe)]* ™. (B) Solucédo tampéo acetato 0,10 mol L' com dopamina 1,0 mmol L.
(C) A espectroscopia de impedéancia eletroquimica (EIS) foi realizada no potencial de circuito aberto usando
um eletrodo de referéncia Ag/AgCl (3,0 mol L™ KCI) em solucédo de 0,10 mol L™! KCI contendo 4,0 mmol
L' de [Fe(CN)s]* ™ ; (D) Estudo em diferentes taxas de varredura em 1,0 mmol L' [Fe(CNe)]**".

Caracterizacdo Morfologica

O efeito do tratamento a laser na estrutura morfolégica do eletrodo LTGr tipo H foi analisado usando
FE-SEM [13]. A superficie do NTGr polida em papel sulfite apresenta uma superficie relativamente
aspera e escamosa (Coluna 2A). Apds o tratamento com laser (coluna 2B), a superficie do eletrodo
apresenta uma morfologia mais complexa (como solos erodidos) com um aumento visivel na area de
superficie com plaquetas expostas a grafite mais visiveis (tactoides)[14]. Na verdade, o tratamento a
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laser introduziu intensas alteragdes morfoldgicas que suportam uma resposta eletroquimica
melhorada [15].

LTGr

Figura 2— Imagens FE-SEM de grafite (Coluna A) ndo tratada e (Coluna B) tratada com laser de duas regides
diferentes e em ampliagdo crescente (as ampliagdes das imagens aumentam de cima para baixo: x 1000, x 10
000 e x 25 000).

Detec¢do amperométrica de indapamida por FIA

O sistema FIA é composto por uma valvula de injegdo em acrilico, com alca de amostragem que
delimita o volume injetado. A parte de propulsdo do fluido é governada pela gravidade, que possui
um reservatério a uma determinada altura. A célula de fluxo eletroquimica foi fabricada em nosso
préprio laboratério. Tubo de polietileno com diametro interno de 1,5 mm foi utilizado para o sistema
de fluxo de linha Unica . A célula de fluxo eletroquimico foi construida com ponta de micropipeta de
polipropileno (com volume interno de ~1000 pL) e apresenta configuracdo de jato de parede,
conforme mostrado na Figura 3.
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Figura 3 — Diagrama esquematico mostrando a configuracdo experimental para estudos baseados em FIA: A,
baldo volumétrico de 500 mL; B, suporte PLA (&cido polilatico) impresso em impressora 3D; C, frasco de
polietileno (1 L); D, tubo de polietileno adaptado a tampa do frasco para conducédo do eletrolito; E, injetor de
comutacdo; F, circuito amostral; G, amostra; H, siringe; I, célula eletroquimica; J, pipeta (volume interno 1
mL) — entrada de fluxo; k, suporte para fixacdo da pipeta; L, tubo conico de acrilico; M, tampa da célula com
trés furos centrais; N, contraeletrodo; O, eletrodo de trabalho (LTGr); P, eletrodo de referéncia; R,
potenciostato; S, amperograma.

Para aplicacdo na quantificacdo de indapamida (IND) foram avaliados o comportamento
eletroquimico do farmaco por voltametria ciclica (CV), sendo testada a repetibilidade do sinal
(corrente de pico) realizando ciclagens na mesma faixa de potencial (Figura 4B). No segundo ciclo,
observou-se um intenso blogueio da superficie do eletrodo, possivelmente produto da adsor¢do do
analito/produtos da reacdo na superficie do eletrodo. No terceiro ciclo o efeito de "envenenamento™
da sua superficie se intensificou.

Com estes experimentos ficou evidente que o blogueio ocorre devido a adsor¢do dos produtos
gerados na oxidacdo. Passou-se entdo a buscar uma condicao favoravel de trabalho . Apos diversas
tentativas, descobriu-se que restringindo a janela de potencial entre Ei=-0,20 V a Ef= 0,23 V, (onde
apenas o primeiro processo ocorre), 0 envenenamento da superficie do eletrodo ndo ocorre (Figura
4C). Entdo adota-se 0,2 V para quantificacdo de IND por FIA.
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Figura 4 - Voltamogramas ciclicos de: tampao fosfato, (pH = 12), 0,10 mol L (tracejado); solucdo de IND
1,0 mmol L em tampao fosfato, (pH 12), 0,10 mol L (vermelho). (B) Trés ciclos em sequéncia na mesma
solugdo contendo 1,0 mmol L de IND em tampéo fosfato, pH = 12, 0,10 mol L. (C) Restrito na regido do
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processo |, trés ciclos repetidos na presenga de 1,0 mmol L de IND. Condi¢des experimentais: ET = GCE,
EA = platina, ER = Ag/AgCI/KClsat).

A Figura 5 avalia se houve efeito memoria durante as medi¢cGes amperométricas, sendo
realizada uma curva com concentragdes crescentes e decrescentes de IND variando de 10 a 70 pmol
L (Figura 5A). Uma boa linearidade das respostas nesta faixa de concentragéo fica clara na Figura
5B. A regressdo linear da série crescente resultou em (Ip = 0,023 [IND] + 0,182, R? = 0,998) ¢ a série
decrescente foi calculada como (Ip =0,025 [IND] + 0,037, R?=0,991). Para avaliar a repetibilidade na
analise, foi realizada uma série de 10 injecBes de indapamida 1,0 mmol L, fixando o potencial em
0,2 V (Figura 5C). O desvio padrao relativo foi calculado em 0,70%, atestando a boa precisdo do
método FIA-amperométrico. Para demonstrar a viabilidade da anélise em amostras reais, duas
amostras enriquecidas de urina sintética foram preparadas e testadas (Figura 5D).
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Figura 4— (A) Curvas analiticas com concentracOes crescentes e decrescentes de IND variando de (a) 10, (b)
20, (c) 30, (d) 40, (e) 50, (f) 60, (g) 70 umol L. (B) Ajustes lineares nas curvas de calibracdo com aumento e
diminuicdo da concentracdo de IND. (C) Estudos de repetibilidade (n=10) de 1 mmol L* IND. (D)
Amperograma para determinacdo de IND pelo sistema FIA em urina sintética enriquecida. Curva analitica (a)
20, (b) 30, (c) 40, (d) 50, (e) 60, (f) 70 umol L, (S1) amostra 1 e (S2) amostra 2. Condicdes experimentais :
tampao fosfato 0,10 mol L* (pH=12), loop de amostragem de 150 uL, vazdo 1,6 mL/min e potencial + 0,20 V
vs Ag/AgCI (3,0 mol L™! KCI).

O procedimento para quantificacdo de indapamida foi realizado em amostras de “urina enriquecida”
(30 e 40 pmol LY) preparadas. A regresséo linear dos sinais gerados pelas seis primeiras solugdes (20
a 70 pmol L) sequiu o ajuste (Ip = 0,016 [IND] + 0,278, R? = 0,996). As duas amostras de urina
sintética enriquecida com IND foram injetadas, na concentragdo de 30 umol L (amostra 1) e 40
umol Lt (amostra 2) conforme ilustrado na (Figura 4D). A recuperacéo foi calculada em 94,5% e
94,7%. O limite de deteccio de 5,0 x 10" mol L de indapamida foi determinado experimentalmente
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(O L ). Estes resultados indicam que o método apresenta um bom desempenho analitico para
avaliacdo de IND em amostras de interesse clinico e de doping.

Conclustes

O tratamento a laser demonstrou-se uma técnica eficaz, rapida e conveniente para tratar minas de
grafite sem a necessidade de produtos quimicos. Poderia eliminar materiais ndo condutores e
pequenas particulas de grafite menos cristalinas para melhorar a transferéncia de elétrons, que foi
avaliada por CVs usando dopamina e [Fe(CN)s]*"* como sondas redox e EIS usando [Fe(CN)e]> *".
Os resultados eletroquimicos mostraram diminui¢do nas diferencas pico a pico do CV e um
incremento na cinética de transferéncia de carga. O tratamento produziu uma superficie mais rugosa
composta por particulas cristalinas que foram adequadamente caracterizadas por espectros Raman e
MEV. Usando a técnica FIA, a mina de grafite foi aplicada com sucesso para detectar a indapamida
como prova de conceito em urina sintética. Portanto, o tratamento a laser mostrou-se um
procedimento verde e conveniente para melhorar o desempenho eletroquimico dos materiais
eletradicos, comprovando seu potencial para fabricar eletrodos de baixo custo e alto desempenho de
forma massiva.
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Steps to analyze the chemical composition of Guadua angustifolia var. bicolor leaves.

ESTUDO DA COMPOSICAO QUI'IYI ICA DAS FOLHAS DE GUADUA
ANGUSTIFOLIA VAR. BICOLOR LODONO (BAMBUSOIDEAE:POACEAE)
POR MEIO DE CLAE-EM COM AUXILIO DO GNPS

Jodo Kazlauckas'", Paulo Roberto H. Moreno®*
1-Graduacéo em Farmacia-Bioguimica - Universidade de S&o Paulo (USP), S&o Paulo, SP
joaokazlauckas@usp.br
2-Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo (USP), Sdo Paulo, SP
prmoreno@iq.usp.br

Resumo: Os produtos naturais sdo de extrema importancia para a salde humana, uma vez que essas moléculas podem
ser aplicadas como base para o desenvolvimento de novos farmacos, além de auxiliar no entendimento das vias
biossintéticas dos seres vivos. Guadua angustifolia var. bicolor Lodofio é uma variedade da espécie G. angustifolia Kunth,
nativa da Coldmbia e introduzida no Brasil, sendo que ainda ndo foram realizados estudos de sua composi¢do quimica.
Desse modo, foi preparado um extrato de folhas utilizando o aparelho de Soxhlet. Esse extrato foi posteriormente
submetido a um processo de fracionamento solido-liquido em quatro fragBes com diferentes polaridades (hexano,
diclorometano, acetato de etila e n-butanol). Apds esse processo, as fracdes de diclorometano, acetato de etila e n-butanol
passaram por uma cromatografia em coluna para uma melhor separa¢éo das substancias presentes nelas.foi conduzido um
estudo para relacionar essas atividades com a composi¢do quimica das fracdes, utilizando o método de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada & Espectrometria de Massas (CLAE-EM). Ao todo, foram possiveis anotar 9
compostos fendlicos, 12 flavonoides, e 4 acidos graxos e seus derivados pelo método de CLAE-EM com auxilio do GNPS,
dentre eles &cido p-cumarico, &cido azelaico, acido ferulico, acido siringico, apigenina, nevadensina, &cido
cumaroilquinico e isovitexina. Este estudo proporcionou uma andlise quimica inicial da espécie G. angustifolia var
bicolor. Além de fornecer subsidios para comparagdo da composicao quimica com outras espécies dentro do género
Guadua para sua diferenciagdo. Adicionalmente, estes resultados podem orientar futuras investigac6es na busca por novas
moléculas com potencial farmacolégico.

4° Anais do Programa de Mestrado Profissional em Tecnologia Quimica e Bioquimica — 11° Workshop do Programa, 11/12/2083


mailto:joaokazlauckas@usp.br
mailto:prmoreno@iq.usp.br

4° Anais do Programa de Mestrado Profissional do
Instituto de Quimica da USP
11° Workshop do Programa — 11/12/2023

MIPusp

mestrado profissional do
instituto de quimica da USP
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siringico, apigenina, isovitexina

STUDY OF THE CHEMICAL COMPOSITION OF GUADUA ANGUSTIFOLIA VAR.
BICOLOR LODONO (BAMBUSOIDEAE:POACEAE) BY USING HPLC-EM WITH THE
AID OF GNPS

Abstract: Natural products are of utmost importance for human health, as these molecules can serve as a basis for the
development of new pharmaceuticals and also assist in the understanding of the biosynthetic pathways of living
organisms. Guadua angustifolia var. bicolor Lodofio is a variety of the species G. angustifolia Kunth, native to Colombia
and introduced in Brazil, with no studies yet conducted on its chemical composition. Thus, an extract of the leaves was
prepared using a Soxhlet apparatus. This extract was subsequently subjected to a solid-liquid fractionation process into
four fractions with different polarities (hexane, dichloromethane, ethyl acetate, and n-butanol). After this procedure, the
dichloromethane, ethyl acetate, and n-butanol fractions were subjected to column chromatography to enhance the
separation of the compounds within them. A study was conducted to relate these activities to the chemical composition
of the fractions using the Liquid Chromatography Coupled with Mass Spectrometry (LC-MS) method. In total, it was
possible to annotate 9 phenolic compounds, 12 flavonoids, and 4 species of fatty acids and their derivatives by the LC-
MS method with the assistance of GNPS, including p-coumaric acid, azelaic acid, ferulic acid, syringic acid, apigenin,
and isovitexin. This study provided an initial chemical analysis of the species G. angustifolia var. bicolor, offering the
basis for comparing the chemical composition with other species within the Guadua genus for differentiation.
Additionally, these results can guide future investigations in the search for new molecules with pharmacological potential.

Keywords: LC-MS, GNPS, Guadua angustifolia, p-coumaric acid, azelaic acid, ferulic acid, syringic acid, apigenin, and
isovitexin

Introducéo

Produtos naturais e bambus

O termo “produtos naturais” ¢ utilizado para se referir as substancias produzidas pelo metabolismo
dos seres vivos (plantas, fungos, bactérias, parasitas, etc.) mais comumente associado aquelas
oriundas do metabolismo secundario?, sendo estas de extrema importancia tanto para a salide humana,
uma vez que essas moléculas podem ser aplicadas como base para o desenvolvimento de novos
farmacos?, como também para o entendimento das vias biossintéticas®.

Nesse contexto, 0 uso de um método que seja capaz de analisar com facilidade a composicéo quimica
de uma amostra bioldgica torna-se imprescindivel. A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
a um espectrometro de massas (CLAE-EM) se mostrou uma técnica eficaz para 0 mapeamento inicial
das possiveis moléculas presentes em uma amostra®. Por outro lado, a interpretacdo de seus resultados
se mostra o principal desafio para seus usuarios, sendo necessario o auxilio de bases de dados e artigos
cientificos para identificar novas substancias®. Dentre as fontes de produtos naturais as plantas sdo o
grupo com a maior variedade®®°, sendo responsaveis por 25% dos farmacos baseados em moléculas
de origem natural®, o que demonstra a relevancia do estudo dessas espécies para o desenvolvimento
de novos farmacos.

No campo dos produtos naturais derivados de plantas estdo inseridos os bambus, que estdo presentes
em diversas florestas pelo mundo, com excecdo das situadas nos continentes europeu e antartico, esta
espécie é frequentemente utilizada na cultura asiatica para diversos fins como nutricdo, conservacao
de alimentos®, sendo associados principalmente ao seu potencial antioxidante, além de atividade anti-
inflamatdria, antitumoral, antibacteriana, dentre outras’. G. angustifolia var. bicolor, objeto deste
estudo, trata-se de um bambu nativo da Colombia®, sem relatos de sua composi¢do, no entanto,
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estudos realizados com outros bambus corroboram para predizer as possiveis espécies quimicas
esperadas, como compostos fendlicos, flavondides, lactonas e glicosideos’8910.11.12,

Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS)

O GNPS (http://gnps.ucsd.edu) é uma plataforma online que integra diversos bancos de dados
publicos relacionados a espectrometria de massas, a fim de facilitar e nortear pesquisas relacionadas
a elucidacdo de estruturas quimicas. O pesquisador que deseja usufruir do recurso necessita apenas
de se cadastrar e inserir os arquivos obtidos em sua andlise na plataforma, selecionando quais
parametros o programa deve levar em consideragdo. O GNPS faz uso do algoritmo denominado MS-
Cluster para realizar essa busca, ao se basear no fragmento m/z e 0 MS?2 gerado pelo mesmo. Além
da funcionalidade para encontrar estruturas ja conhecidas, existem também opcGes que apresentam
redes moleculares inter-relacionando compostos com padrdes semelhantes de fragmentacdo, a fim de
auxiliar na elucidacdo de novas substancias. Detalhes mais aprofundados da metodologia empregada
pelo GNPS e seu funcionamento podem ser encontrados na literatura®*4,

Experimental
Preparo das amostras
A coleta do material vegetal e a preparacdo das amostras foram relatados anteriormente?®.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detec¢do por Arranjo de diodos (CLAE -DAD)

Na cromatografia liquida de alta eficiéncia, as amostras de extrato e das fraces (diclorometano,
acetato de etila e n-butanol) foram solubilizadas em metanol, exceto para as fracdes em cloroformio
que foram solubilizadas em acetonitrila, para resultar na concentracao de 1,0 mg/mL, sendo realizada
em coluna de C18 4,6 x 150 mm com particulas de 3,5 um (Zorbax Eclipse Plus C18 p/n959963-
902), célula de fluxo de 60 mm, nos comprimentos de onda de 352, 280, 254, 325, 215, 225 nm,
sendo a fase movel acido acético a 0,1 % e acetonitrila, com fluxo de injecdo de 1mL/min a 45°C,
volume de injec¢do 3,0 pL. Utilizou-se o gradiente de fase movel da seguinte maneira: 0-6 min (10%
acetonitrila), 6-7 min (10 a 15% acetonitrila), 7-22 min (15% acetonitrila), 22-32 min (15 a 50%
acetonitrila), 32-42 min (50 a 100% acetonitrila), 42-50 min (100% acetonitrila).

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada a Espectrometria de Massas (CLAE-EM)

A CLAE-EM foi realizada pela Central Analitica do Instituto de Quimica da Universidade de S&o
Paulo, utilizando os equipamentos acoplados: gTof MAXIS 3GBruker Daltonics e HPLC Shimadzu
LC 20AD XR. A coluna cromatografica utilizada foi Phenomenex Luna C18 5 um (250x4.6 mm) a
40 °C utilizando os solventes H>O 0,1%AF (Solvente A) e Acetonitrila 0,1%AF (Solvente B), cujo
gradiente foi expresso no Quadro 2, sob o fluxo de 1,0 mL/min. Enquanto que a espectrometria de
massas foi realizada em um sistema a 250 °C e 2 Bar com uma fonte de ionizacdo eletrospray, e 9
detectores de ions em modo negativo, onde foram captados MS* e MS? . Neste caso, preferiu-se a
deteccdo em modo negativo pela maior quantidade de informaces, tanto em bancos de dados como
na literatura, de espectros de flavonoides e compostos fenolicos. Os cromatogramas obtidos foram
lidos com recurso contido no site denominado GNPS LCMS Dashboard - Version 0.60
(https://dashboard.gnps2.org/), no qual é possivel analisar o cromatograma obtido por CLAE-EM,
além de outras opcdes que permitem uma melhor compreenséo e visualizagdo do mesmo.
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Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS)

Nesta analise, a tolerancia da massa do ion precursor foi determinada como 2,0 Da com tolerancia do
jon do fragmento MS/MS de 0,5 Da, o valor de cosseno 10 maior ou igual a 0,7 e 6 picos
correspondentes para comparar 0s espectros de massa obtidos por CLAE-EM. O tamanho méximo
de nddulos equivalentes a um tunico composto seré definido como 100 e os de menor pontuagdo serdo
removidos deste grupo até que a quantidade de semelhantes selecionados esteja abaixo do limite
estabelecido®®. Estes pardmetros foram baseados no “Minicurso: Analise de dados de metaboldémica
explorando ferramentas do GNPS” oferecido pela Divisdo de Produtos Naturais da Sociedade
Brasileira de Quimical®. Todas as amostras foram analisadas pelo GNPS em um mesmo processo. Ao
final desta andlise, foram mostradas op¢oes das quais foram utilizadas as contidas em “Default
Molecular Networking Results Views” para andlise de resultados. Com a op¢ao “View All Libary
Hits”, foram mostrados uma variedade de 12.649 compostos, contudo muitos destes sdo repetidos,
pois esta opcao contém os espectros de massas de diferentes bancos de dados e anélises feitas por
outros usuarios do GNPS®3, Desse modo, a fim de facilitar a leitura dos resultados obtidos, foi
utilizada a opgao “View Unique Library Compounds” que se baseia apenas no banco de dados
referéncia do GPNS para interpretacdo dos espectros, mostrando ao todo 230 compostos distintos.
Em seguida, apds a apresentacdo dos dados pelo programa, foram aplicados filtros nos parametros
“Cosine” com no minimo 0,7, ¢ “MZErrorPPM” de no maximo 5 ppm, reduzindo o niimero de
resultados para 26. Por fim, os espectros de MS? do cromatograma foram comparados com dados da
literatura a partir do que foi proposto pelo GNPS para cada ion MS?,

Resultados e Discussao

CLAE-DAD

Os compostos fenolicos tém uma estrutura fundamental baseada em um anel aromatico, que permite
0 uso de CLAE e detectores UV-vis conjuntamente para detecta-los, uma vez que 0S compostos
fendlicos exibem distintos niveis de absor¢édo de luz, devido a presenca de anéis aromaticos e ligac6es
duplas conjugadas em suas estruturas moleculares. A Figura 1 representa o cromatograma resultante
deste método, realizado com o extrato bruto de folhas, os tempos de retencdes e o0s picos foram
comparados com uma lista de padrdes sob as mesmas condicdes. Desse modo, foi possivel apenas
reconhecer o pico de 10.064 minutos em 280 nm a partir de uma série de padrdes injetados e
analisados, se tratando do acido p-cumarico. Além disso, a presenca dessa substancia foi constatada
em G. angustifolia var. angustifolial! e G. chacoensis*? utilizando 0 mesmo método .
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Figura 1- HPLC-DAD realizado com o extrato bruto de folhas de G. angustifolia var bicolor
DAD1 B, Sig=280.4 Ref=off [FOEX.D)
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Analise por CLAE-EM com dados obtidos no GPNS

Ao todo, foram possiveis anotar 9 compostos fenolicos, 12 flavonoides, e 4 acidos graxos e seus
derivados. A seguir, foram discutidos os resultados apresentados pela analise gerada no GNPS.

Em primeiro lugar, séo apresentados os resultados das analises com as subfracdes C, D, E, F e G de
diclorometano, a fim de discutir as possiveis moléculas presentes em sua composi¢cdo. Algumas destas
substancias foram encontradas, em menores quantidades, nas subfracdes de acetato de etila e/ou n-
butanol, provavelmente devido ao ndo esgotamento completo dessas substancias durante o
fracionamento, porém serdo consideradas como pertencentes as subfrac6es de diclorometano.

L 3

A estrutura de menor massa molar identificada pelo GNPS, podendo se tratar dos isdmeros do &cido
cumarico (1, 2 e 3), presente em todas as subfracdes entre 14,35-1,55 minutos de eluicdo, foi CoHgO3
de massa molar 164,0474 Da. Sendo possivelmente acido p-cumarico (1) sob a forma de ion
pseudomolecular 163,0394 m/z [M-H]", no MS? foram detectados dois fragmentos 119,04 m/z [163-
CO2] e 93,03 m/z [119-C2H2]". A partir de dados coletados na literatura constatou-se que se trata do
acido p-cumarico, uma vez que o mesmo foi relatado como composto mais abundante em outros
bambus do mesmo género, como G. angustifolia var. angustifolia’* e G. chacoensis'?, além disso,
também esta de acordo com o que observado pela analise em CLAE-DAD. A presenca de &cido p-
cumarico ja foi relatada em diversas espécies de bambu e o composto apresentou atividade anti-
tirosinase isoladamente®’.
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Bastante semelhantes ao acido p-cumarico, presentes em DiC e DiD no tempo de retencdo 17,0a 17,6
minutos, foram propostos os isdmeros (C10H100s) &cido ferulico (4) e isofertlico (5). Ambos com
massa molar 194,0577 Da e ion pseudomolecular 193,0497 m/z [M-H],, com apenas um Unico
fragmento em 134.03 m/z compativel com [(M-H)-CH3-CO2]". Comparando os dois isbmeros em
questdo, de acordo com a literatura, ambos possuem fragmentacéo distinta®. Contudo, existe a
possibilidade de se tratar de acido ferdlico, pois para este isomero pode haver apenas a deteccéo do
fragmento em 134 m/z'°. Assim como o acido p-cumarico, o &cido fertlico é frequentemente
encontrado em bambus tropicais?*!,

'CJ\ \

HO OoH

O
/ 6
Outro composto fendlico, também identificado em DiC e DiD, foi o acido siringico (6), da classe dos
acidos benzdicos, que possui formula molecular CoH100s e massa molar 198,0527 Da. O ion
pseudomolecular 197,0447 [M-H] m/z foi detectado entre 12,8 e 13,9 minutos, constatando dois
fragmentos de MS? 123,00 m/z [(M-H)-CHs-CH3-CO2]- e 95,01 m/z [123-CO]". Na fragmentagZo do
acido siringico € possivel a formacdo dos ions detectados, contudo ocorrem juntamente com 0S
fragmentos em 182, 121 e 153 m/z?2. Desse modo, os resultados obtidos ndo permitem confirmar a
identidade desta substancia.

Nas subfracdes DiC e DiD, para os tempos de retencdo entre 26,2 e 27,0 minutos, 0 GNPS sugeriu a
estrutura de duas substancias para as quais nao ha relatos de sua presenca em bambus ou mesmo em
Poaceae?®?4, A primeira sugestdo para o jon pseudomolecular 299,0549 m/z [M-H]" foi o composto
4,6-di-hidroxi-3’-metoxi-4’-hidroxi aurona (7), de formula molecular Ci6H1206 e massa molar
300,0629 Da.. A segunda sugestao seria a 4,6-di-hidroxi-3’,5’-dimetoxi-4’-hidroxi aurona (8), com
fon pseudomolecular 329,0653 m/z [M-H]", formula molecular C17H140, e massa molar 330,0733 Da.
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O fato de ndo haver relatos prévios para auronas em bambus, demandou uma pesquisa mais
aprofundada desses espectros. A partir de buscas na literatura foram constatados dois isbmeros para
formulas moleculares C16H1206 € C17H1407 com 0 mesmo padrédo de fragmentagédo observados para
0s ions em 299,0549 m/z e 329,0653 m/z, respectivamente, 284,03 m/z [(M-H)-CHz] e 256,03 m/z
[284-CO], e 299,01 m/z [(M-H)-CH3-CHs3]" e 271,02 m/z [299-CO], podendo se tratar
respectivzamente de crisoeriol?® (9) e tricina?® (10), ambos sio flavondides ja descritos em bambus
asiaticos?’.

Neste contexto, a presenca de um outro flavondides ou uma antraquinona foi indicada nas subfracGes
DiC, DiD e DiE. No tempo de retencao entre 25,6-26,2 minutos ocorreu o fragmento 269,0446 m/z,
do qual o GNPS indicou a possibilidade de tratar de duas moléculas, apigenina (11) ou alo-emodina
(12), ambas de formula molecular CisH3203 e massa molar 270,0526 Da. O MS? apresentou
fragmentos em 269,04 m/z, 151,00 m/z, 117,03 m/z e 107,01 m/z. A anélise dos dados relacionados
a0 MS? da alo-emodina, indicou uma inconsisténcia entre a fragmentagao observada e aquela relatada
na literatura?®2%3°, Contudo, ao observar o mecanismo de fragmentagao apresentado para flavonas®*,
foi possivel estabelecer uma rela¢do com o resultado obtido, levando a crer que o composto alvo se
trata de fato da apigenina®. Adicionalmente, a apigenina é a genina mais comum encontrada nos
flavonoides isolados de diversas espécies de bambu®2.

13

Além da apigenina, também foi proposta a estrutura de outro flavonoide no tempo de retencéo 33,0-
33,6 minutos a partir do ion pseudomolecular 343,0806 m/z [M-H]", a nevadensina (13), de formula
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molecular C1gH1607 € massa molar 344,088 Da. Os fragmentos 313,03 m/z [(M-H)-CH3-CHzs]J,
285,03 m/z [313-COJ, 241,04 m/z [285-CO2] e 226,02 m/z [241-CHs] estdo de acordo com 0s
mecanismos propostos 31*3 e os dados reportados na literatura®.

Os flavonoides, podem ocorrer sob diferentes formas, como agliconas (forma livre) e glicosideos,
variando em termos de substituintes (tipo, quantidade e localizagio) e grau de insaturacio®. Além
disso sdo frequentemente encontrados em bambus, estando associados a propriedades antioxidantes?’,
assim como estudos apontam sua atividade inibidora da enzima tirosinase®®.

Além dos polifendis, as plantas contém uma notavel variedade de acidos graxos que variam em
comprimento de cadeia, quantidade e posigdo de ligagdes 7 (também conhecidas como insaturagdes),
ou na incorporacdo de grupos funcionais ndo convencionais (por exemplo, hidrdxi, epoxi, cetona,
acetilénico)®’. Neste contexto, para quatro dos ions detectados foram propostas estruturas dos &cidos
graxos e seus derivados.

14 15

Em dois casos, ambos foram detectados em praticamente todas as subfracdes, com excecdo de nButD
e Acl. O &cido azelaico (14) de formula molecular CoH1604 € massa molar 188,1051 Da foi indicado
para 0 ion pseudomolecular 187,0971 m/z [M-H]" no tempo de retencdo 18,9-19,6 minutos. Sua
fragmentacéo inclui 125,09 m/z [(M-H)-CO-H0], 97,06 m/z [125-CoH4] e 69,03 m/z [97-CoHa]".
que coincidem com a literatura®. Além disso, esse composto tem eficicia comprovada no tratamento
de rosacea, acne vulgar e desordens de pigmentacio da pele FDA dos estados unidos®®. O outro
composto detectado nessas subfracdes foi o de ion pseudomolecular 271,2277 m/z, referenciado
como &cido junipero (15) (C16H3203), embora ndo haja registro em literatura sobre sua fragmentacéo.
No entanto, com base na literatura é possivel inferir que os ions em 271,23 e 225,22 m/z podem
corresponder ao fon pseudo molecular e ao produto de descarboxilagéo °.

17

PG B

Os outros dois acidos graxos foram encontrados apenas nas subfracfes DIC e DiD, e menor
quantidade em DIiE. No tempo de retencdo 18-18,5 minutos, com fragmento 261,1337 m/z foi
proposto o acido 9-(2,3-dihidroxipropoxi)-9-oxononandico (16) de formula molecular C12H2206 €
massa molar 272,2357 Da, sua fragmentacdo apresentou picos em 235,02 m/z, 187,09 m/z, 125,10
m/z e 97,06 m/z. Com base nos dados da literatura para 0 composto, 0s resultados obtidos indicam
que se trata do mesmo composto®’. O composto com tempo de retengdo de 61,8-62,2 min e ion
pseudomolecular em 421,2241 m/z foi identificado como sulfossuccinato de dioctila (17)
(C20H3707S), sendo observado apenas um fragmento em 80,96 m/z. O resultado est& de acordo com
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com os dados previamente reportados na literatura®*. A substancia também é descrita como um
componente de pesticidas para plantas, indicando que em nosso caso nao se trata de um produto
natural, mas um artefato*>43,

Como comentado anteriormente, compostos fendlicos e flavondides também podem se apresentar sob
a forma conjugada com glicosideos. Nas subfracdes AcG, AcH, Acl e nButD foram encontradas
algumas dessas estruturas.

Um desses derivados esterificados foi o &cido cumaroilquinico (18) (Ci6H180s) de massa molar
338,1009 Da. Sendo detectado na subfracdo nButC e AcH entre 13,0 e 14,0 minutos a partir do ion
pseudomolecular 337,0929 m/z.o Dentre os ions obtidos 191,06 m/z, 173,04 m/z, 119,05 m/z e 93,03
m/z, todos estdo de acordo com a literatura**.

O ion pseudo molecular 367,1027 m/z também foi sugerido pelo GNPS como um possivel composto
fendlico esterificado. Neste caso, foram propostos dois isémeros de formula molecular C17H200s,
sendo clorogenato de metila (19) e/ou &cido 3'-metoxi-clorogénico (20), ambos de massa molar
368,1107 Da. O ion se faz presente majoritariamente em AcH, com pequenos resquicios em DiG, nos
respectivos tempos de retencdo de 11,6-12,0 e 13,4-14.0 minutos, com fragmentos em MS?2 em 193,04
m/z, 173,04 m/z, 134,03 m/z e 93,03 m/z. Segundo a literatura consultada**, os padrdes observados
ndo se tratam de nenhum dos dois compostos, provavelmente se tratando de um outro isdmero. Vale
ressaltar que fendis conjugados, como os apresentados, sdo 0s compostos abundantes em bambus de
origem sul-americana'®, além disso possuem relatada atividade antioxidante®.

Seis flavondides glicosilados também foram sugeridos pelo GNPS. Um deles sendo isovitexina (21)
(C21H20010) no tempo de retencdo entre 15,6-15,9 minutos, presente em Acl e com ion pseudo
molecular 431,0904 m/z [M-H]’, com fragmentos 341,06 m/z, 323,05 m/z, 311,05 m/z e 283,06 m/z,
estando de acordo com os resultados encontrados na literatura®.
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As cinco substéncias discutidas a seguir compreendem formas C-glicosiladas da apigenina, portanto
possuem padrdes de ions em MS? muito semelhantes entre si, assim como seus mecanismos de
fragmentacdo, sendo reportadas estruturas muito semelhantes na espécie de bambu P. pracecox*’. No
tempo de retencdo 13,9-14,7 minutos em AcH, DiG e nButC, referente ao ion pseudo molecular
563,1385 m/z, foram propostas as estruturas de isoschaftosideo (22), neoeixosideo (23) e Vicenina-3
(24). Os fragmentos analisados foram 563,14 m/z, 473,10 m/z, 443,09 m/z, 383,07 m/z e 353,07 m/z,
que estdo de acordo com os resultados descritos para esta série de compostos*, ndo sendo encontradas
propostas para um mecanismo de fragmentacdo especificamente para as mesmas.

H

Violantina (25), de formula molecular C27H30014 € massa molar 578,1638 Da, foi candidata ao ion
577,1558 m/z no tempo de retencdo 15,12-16,30 minutos em nButC e DiG, com fragmentos 577,16
m/z, 503,11 m/z, 473,10 m/z, 457,09 m/z, 383,08 m/z e 353,07 m/z, estes dados s&o semelhantes ao
reportados na literatura*, e estdo de acordo com mecanismos de fragmentacg&o®°. Enquanto que em
AcH aos 12,4 minutos, a apigenina 6,8-digalactosideo (26) (C27Hz0015) foi proposta para o fragmento
593,1497 m/z, com ions 593,15 m/z, 503,11 m/z, 473,10 m/z, 383,08 m/z e 353,07 m/z. Do ponto de
vista biossintético, essas substancias podem estar presentes na composicdo do vegetal, uma vez que
Sua precursora a apigenina € a estrutura de genina mais presente bambus, além de que, como foi citado
anteriormente, arranjos de cadeias bastante semelhantes podem ocorrer na espécie vegetal.
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Conclusoes

O uso do GNPS se mostrou uma ferramenta extremamente facilitadora na triagem de 26 possiveis
substancias presentes na composicao quimica da espécie G. angustifolia var. bicolor, sendo algumas
dessas analises com extrema acuréacia ao se comparar com dados da literatura, levando a crer com
muita confianca de sua identidade. Vale ressaltar que em funcdo de condicGes experimentais distintas
as fragmentagcdes podem ndo ser exatamente iguais aquelas presentes na literatura, variando a
intensidade dos ions formados e 0os mecanismos de fragmentacdo que ocorrem. Contudo, a partir do
que foi notado nos cromatogramas, ainda existem diversas outras substancias a serem esclarecidas na
espécie.

Os fendis ndo glicosados (acido ferulico, isofertlico, &cido siringico e nevadensina) foram
encontrados na fracdo diclorometano, enquanto as formas glicosiladas foram identificadas nas fracdes
acetato de etila e n-butanol (acido cumaroilquinico, violantina, apigenina 6,8-digalactosideo,
isoschaftosideo, neoeixosideo e vicenina-3), com exce¢do do acido p-cumarico que se mostrou
presente em todas as fragdes.

Por fim, este estudo proporcionou uma analise quimica inicial da espécie G. angustifolia var bicolor.
A anélise abre caminho para comparagdes com outras espécies dentro do género Guadua e pode
orientar futuras investigacGes na busca por novas moléculas com potencial farmacolégico.
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