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RESUMO

As substancias fenodlicas tém se tornado objeto de investigacdo, devido aos inldmeros
beneficios a saude humana e a influéncia na qualidade alimenticia. Neste trabalho determinou-se 0s
acidos fenolicos presentes no azeite de dendé, de fabricacdo artesanal e industrializado. Para estas
andlises utilizou-se um cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC Agilent 1100 series), injetor
manual com valvula Rheodyne de 20uL, coluna de fase Reversa C18 Inertsil ODS-3, coluna de
guarda Inertsil ODS, detector UV-VIS de multiplos comprimentos de ondas (UV-VIS MWD). Ao
canal de residuos do HPLC foi adaptada uma célula eletroquimica, com capacidade de 1,00 mL,
sendo esta composta por trés eletrodos: eletrodo de trabalho, carbono vitreo; eletrodo de referéncia,
AY/AQCI (kcisar) € eletrodo auxiliar de ago inox. As medidas eletroquimicas foram realizadas em
um potenciostato pAutolab type III, conectado a um microcomputador, utilizando o software GPES
4.9. As andlises foram realizadas de forma simultdnea em ambos detectores, em uma mesma
injecdo. A fase movel otimizada foi capaz de separar os analitos totalmente, sendo esta composta
pela mistura uma solucdo aquosa de HsPO, pH 2,40 + NaClO, a 7 mmol.LY/isopropanol (87:13
v/v), por eluicdo isocratica. O comprimento de onda utilizado na deteccdo UV foi 225 nm. As
medidas amperomeétricas foram realizadas no potencial de +1,1 V para todos os analitos. A
recuperacdo das amostras foi realizada através da padronizagdo interna, utilizando o éacido o-
cumarico como padrdo interno (Pl) e o &cido m-cumarico como padrdo surrogate (PS). A
recuperacdo do PS foi superior a 75% em ambos detectores para todas as amostras. Os limites
instrumentais para deteccdo UV variaram de 0,019 (4cido siringico) a 0,029 mg.L™ (4cido feralico)
e de quantificacdo 0,063 (4cido siringico) a 0,095 mg.L™ (4cido sinapico); j& para a deteccdo
eletroquimica (DE) os limites de deteccdo encontraram-se na faixa de 0,015 (&cido p-cumarico) a
0,079 mg.L™(4cido fertlico) e os de quantificacdo 0,050 (4cido p-cumarico) a 0,27 mg.L™(4cido
feralico). As concentracdes dos acidos fendlicos nas amostras de azeite de dendé de fabricacédo
artesanal, variaram de 0,12 a 10,3 mg.L™ (deteccdo UV) e de 1,0 a 11,0 mg.L™" (DE). J4 as
concentragdes obtidas nas amostras de azeite de dendé industrializadas variaram de 0,21 a 14,7
mg.L™ (deteccdo UV) e de 3,0 a 11,9 mg.L™ (DE). O sistema HPLC-UV-DE mostrou-se promissor

nas analises dos acidos fendlicos nestas e em outras matrizes complexas.

Palavras- chaves: HPLC, Detector Eletroquimico, Deteccdo Ultravioleta, Acidos Fenolicos, Azeite
de Dendé.



ABSTRACT

Phenolic substances have become the subject of investigation due to the numerous benefits
to human health and the influence in the food quality. In this work, the phenolic acids in homemade
and industrialized palm oil were determined. For these analyzes, it was used a high performance
liquid chromatograph (HPLC Agilent 1100 series) with a manual 20uL Rheodyne valve, a reverse
phase column C18 Inertsil ODS-3, a guard column Inertsil ODS and a UV-VIS detector for multiple
wavelengths (UV-VIS MWD). At the end of HPLC waste channel was adapted an electrochemical
cell with a capacity of 1.00 mL, with a standard three-electrode configuration, consisting of glassy
carbon working electrode, a Ag/AgCl ci, say reference electrode and stainless steel needle as
counter electrode. The electrochemical measurements were made using a pAutolab type IlI
potentiostat, with its data acquisition software (GPES 4.9 version). The detections were performed
sequentially, in the same injection. The optimal mobile phase was able to completely separate the
analytes by isocratic elution, being composed of an aqueous solution of H3PO, pH 2.40, containing
7mmol.L™ of NaClO, /isopropanol (87:13 v/v). The wavelength used for the UV detection was 225
nm. The amperometric measurements were performed at +1.1 V for all analytes. The recovery of
the samples was performed using internal standardization, using o-coumaric acid as internal
standard (PI) and m-coumaric acid as standard surrogate (PS). The recovery of PS was over 75% on
both detectors for all samples. The instrumental limits for UV detection ranged from 0.019 (syringic
acid) to 0.029 mg L (ferulic acid) and quantification limits from 0.063 (syringic acid) to 0.095 mg
L (sinapic acid). In the same way, for electrochemical detection (ED) the instrumental limits was
found in the range of 0.015 (p-coumaric acid) at 0.079 mg L™ (ferulic acid), and the quantification
limits were between 0.050 (p-coumaric acid) and 0.27 mg L™ (ferulic acid). The concentration of
phenolic acids in homemade palm oil samples ranged from 0.12 to 10.3 mg L™ (UV detection) and
from 1.0 to 11.0 mg L™ (ED). The concentrations obtained in the industrialized palm oil samples
varied from 0.21 to 14.7 mg L™ (UV detection) and from 3.0 to 11.9 mg L™ (ED). The HPLC-UV-
ED system has shown promise in the analysis of these phenolic acids in this and other complex

matrices.

Key-words: HPLC, Electrochemical Detector, Ultraviolet Detection, Phenolic acids, Palm Oil.
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18

1) Introdugéo

1.1) Antioxidantes

O envelhecimento humano tem um papel crucial nas alteracdes celulares e teciduais dentro
do organismo, levando a incidéncia de doencas graves e até mesmo a morte (ANDRADE et al.,
2007; SOUNDARARAJAN & SREENIVASAN, 2012). Varios fatores sdo determinados como 0s
precursores de tal processo, dentre eles, hereditariedade, qualidade do estilo de vida, hébitos
alimentares, condi¢des ambientais e genéticas, gerando assim os chamados danos oxidativos.

Diversos estudos apontam que o principal causador destes danos oxidativos celulares sdo 0s
radicais livres. Estes contém um ou mais elétrons desemparelhados existindo independentemente no
meio (GUTTERIDGE, 1995). E justamente esse elétron ndo emparelhado que lhe confere alta
reatividade, pois faz com que ele se ligue a qualquer outro elétron muito facilmente, provocando
assim as chamadas reacdes em cadeia (LI et al., 2014; SOUSA et al., 2007). Estes sdo encontrados
em varias fontes externas como, por exemplo, poluentes atmosféricos, fumo, dentre outros
(BAGCHI, 1998).

Os radicais livres ndo s6 promovem a oxidacdo em compostos biolégicos, mas também a
oxidacdo lipidica em alimentos, fazendo com que estes percam qualidade nutricional, apresentem
odor e sabor desagradaveis, além da reducdo do tempo de prateleira e formacdo de compostos
potencialmente toxicos (SOARES, 2002).

No entanto, as oxidagdes lipidicas podem ser evitadas através da inser¢do de substancias
antioxidantes sintéticas em alimentos que visam impedir ou cessar as rea¢des oxidativas (LUZIA &
JORGE, 2010; SOARES, 2002). Dentre os diversos antioxidantes sintéticos utilizados na industria
alimenticia, destacam-se como os principais: butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT),
galato de propila (PG) e butil hidroquinona terciaria (TBHQ) (figura 1), que embora amplamente
utilizados ainda geram controvérsias frente a comunidade cientifica, pois tém sido associados a
estes, efeitos indesejaveis em animais, como por exemplo, carcinomas, hiperplasias gastrointestinais
e reducdo dos niveis de hemoglobina de causas ainda desconhecidas (LIU & YAO, 2007;
RAMALHO & JORGE, 2006).
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Figura 1: Estruturas dos principais antioxidantes sintéticos utilizados em alimentos

OCHj, OH
H H
BHA BHT
OH
HO OH OH
HO
COOC3H;
PG TBHQ

Fonte: Préprio autor, 2015.

A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) regulamenta como teor maximo de
antioxidantes sintéticos permitidos em 6leos e gorduras de 0,01 g/100g para BHT e PG e, 0,02
9/100g para BHA e TBHQ. Com isso varios estudos tém buscado formas de substituir estes
antioxidantes sintéticos por naturais ou até mesmo associd-los de forma a garantir melhores
resultados sem comprometer a saude humana (RAMALHO & JORGE, 2006).

Assim, os antioxidantes naturais sdo uma boa forma de prevenir a oxidacdo em alimentos e
células, além de evitar danos carcinogénicos e mutagénicos em tecidos e Orgdos. Dentre 0s
antioxidantes naturais mais encontrados, destacam-se 0s compostos fendlicos, tocoferdis e o0s
extratos de plantas (BROINIZI et al., 2007; RAMALHO & JORGE, 2006). As substancias
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fendlicas podem ser encontradas nas suas formas livres ou ligadas de polifenois, &cidos fendlicos e
flavonoides (SENEVIRATNE & DISSANAYAKE, 2008).

1.2) Substancias fendlicas

As substancias fendlicas tém se tornado objeto de estudos em vérias comunidades
académicas, devido aos inumeros beneficios a saude humana e a influéncia na qualidade
alimenticia. Englobam desde moléculas simples, até moléculas com alto grau de polimerizacdo que
agem sequestrando os radicais livres ou quelando os metais, agindo desta forma nas etapas iniciais
dos processos oxidativos (SOARES, 2002; SOUSA et al., 2007).

A familia das substancias fenolicas dividem-se em dois grandes grupos: flavonoides e
derivados e os acidos fendlicos e cumarinas (SOARES, 2002).

Os flavonoides (figura 2) e derivados caracterizam-se por possuirem em sua estrutura quinze
atomos de carbonos arranjados em trés anéis, sendo dois fendlicos (DORNAS et al., 2007). O grupo
dos flavonoides subdivide-se nas seguintes classes: antocianidinas, flavona, flavondis, auronas,
chalconas e isoflavonas que lhes conferem cor e aromas caracteristicos (BRAVO, 1998 apud
DORNAS et al., 2007).

Figura 2: Estrutura base dos flavonoides

@)

Fonte: Préprio autor, 2015.
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Os acidos fendlicos apresentam um anel benzénico, um grupamento carboxilico, grupo(s)
hidroxila e/ou metoxila que Ihes confere importantes propriedades antioxidantes naturais, tanto para
alimentos quanto para organismos (NEO et al., 2010; RAMALHO & JORGE, 2006). Sdo divididos
em trés grandes grupos a qual englobam os acidos benzdicos, cindmicos e as cumarinas (SOARES,
2002). No primeiro grupo encontra-se os derivados dos &cidos benzdicos que apresentam 7
carbonos em sua estrutura (figura 3a), no segundo grupo ha os derivados dos &cidos cindmicos
com 9 carbonos na estrutura (figura 3b) e o Gltimo e terceiro grupo é formado pelas cumarinas
(figura 3c) que sdo derivadas do acido cindmico pela ciclizacdo da cadeia lateral do acido o-
cumérico (RAMALHO & JORGE, 2006).

Figura 3: Estrutura dos principais &cidos estudados

COOH ;
Acido Vanilico:R;=R;=H; R,=0OCHgj; R3=OH

R, Acido Gaélico: R;=H; R,=R3=R,=0OH
Acido Siringico:R;=H; R,=R,=OCHg3; R;=OH

RS R4

3

a) Estrutura quimica dos acidos benzoéicos
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H OH H p-cumarico
OH OH H caféico
OCH3 OH H ferudlico

OCH3 OH OCHj3; sinapico

b) Principais acidos cinamicos

OH (@] (@]

COOH

)
\

i Cumarina
Acido o-cumarico

c) Estrutura quimica das cumarinas

Fonte: Adaptado de SOARES, 2002.
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Os acidos fendlicos naturais também séo encontrados nos azeites, em especial no de dendé e
oliva extra-virgem conferindo-lhes alto valor antioxidante e organoléptico, caracterizando-os como
0s principais azeites estudados no mundo inteiro (SENEVIRATNE & DISSANAYAKE, 2008).
Vérias culturas fazem uso da tradicional dieta do mediterraneo, que é rica em substancias fenolicas,
pois acreditam que estas poderiam melhorar a qualidade de vida da sua populacéo, além de oferecer
uma diminui¢do nos riscos de doengas coronarianas (PEREZ-JIMENEZ et al., 2005; RUBIO-
SENENT et al., 2013). Desta forma varios estudos de diferentes comunidades cientificas apontam
que os principais acidos fenolicos envolvidos na atividade antioxidante em alimentos séo os acidos:
caféico, ferulico, p-cumérico e clorogénico (SOARES, 2002).

No presente trabalho foram estudados os principais acidos fendlicos elucidados na literatura,
sendo eles: caféico, fertlico, sinapico, siringico, vanilico, p-cumarico, além dos padrdes interno (o-

cumarico) e surrogate (m-cumarico) (figura 4).



Figura 4: Principais estruturas dos acidos estudados
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Fonte: Prdprio autor, 2015.
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1.3) Dendé (Elaeis guineensis)

Originario do oeste africano, o Elaeis guineensis foi introduzido no Brasil e nos paises
tropicais no século XV pelos portugueses (SAMBANTHAMURTHI & SUNDRAM & TAN, 2000).

O dendezeiro se adaptou ao clima do Brasil, tendo sido encontrado mais pronunciadamente
nos estados do Pard e Bahia. Produzido no territério Brasileiro, em solos com profundidades que
variam de 20 a 60 cm, este apresenta grande potencial de producdo geralmente em torno de 20 a 22
toneladas de cachos frescos por hectare por ano, que originam cerca de 4,0 a 5,0 toneladas de dleo
de palma por hectare por ano. A palmeira necessita de bastante &gua e insolacdo para seu
crescimento, onde a falta destes fatores faz com que elas tenham baixo crescimento da planta e
consequentemente baixa producao (BASTOS, 2001; SILVA, 2006).

O fruto obtido do dendezeiro (figura 5C) necessita de aproximadamente cinco meses e meio
para seu completo amadurecimento, que o faz mudar da cor verde para vermelho-alaranjado fato

atribuido a maior concentracdo de carotenoides (SILVA, 2006).

Figura 5: Fotografia de um dendezeiro: (A) palmeira, (B) cacho e (C) fruto.

Fonte: Adaptada de Embrapa, 2015.
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A palmeira da Elaeis guineensis (figura 5A) produz dois principais tipos de 6leos que séo o
6leo de palma, que deriva do mesocarpo do fruto (polpa) e o dleo de palmiste, que é produzido com
o0 endosperma do fruto (améndoa) (Figura 6) (CURVELO, 2010).

Figura 6: Corte do fruto Dendé

Fonte: Adaptado de MPOB/Nature, 2015.

O oleo de palma hoje é produzido em 42 paises, totalizando uma area de 11 milhdes de
hectares plantados no mundo (TEIXEIRA et al., 2013). O dleo extraido da polpa do seu fruto, 6leo
de palma ou azeite de dendé, é um dos 17 principais 6leos produzidos no mundo inteiro, perdendo
somente para o 6leo de soja, ocupando assim a segunda colocacdo na producao mundial (SAAD et
al.,2007). A crescente expansdo no consumo do azeite de dendé vem sendo mais pronunciada pelos
mercados orientais (DE CARVALHO & RODRIGUES ALVES & REIS, 2006).

O dleo extraido da palmeira oferece um elevado valor nutricional, é rico em micronutrientes
como ferro, manganés, zinco, cobre além dos macronutrientes potéssio, nitrogénio, célcio e
magnésio; ele vem se destacando também como um reservatério natural dos acidos fendlicos que
estdo sendo cada dia mais procurados por grande parte da populacdo (SILVA, 2006; SAAD et
al.,2007). Além dos micro e macronutrientes, tracos de metais como, por exemplo, cobre e
chumbo, podem ser encontrados no 6leo de palma, devido ao processo de beneficiamento do fruto
ou nos tanques de armazenamento do 6leo (CYPRIANO & MATOS & MATOS, 2008).
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O oleo de palma processado pode ser usado tanto para a obtencao de dleo de cozinha quanto
na fabricacdo de detergentes. Quando seu uso for destinado a alimentacdo, o 6leo de palma
apresenta como principal finalidade oferecer uma coloracao caracteristica nos alimentos, gracas ao
seu elevado teor de carotenos, além de poder ser usado em dietas suplementares (MORTENSEN,
2005). Os compostos fendlicos encontrados no azeite de dendé apresentam caracteristicas
importantes como, por exemplo: capacidade de neutralizar os radicais livres, diminuir a producéo
de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), inibir a agregacdo de plaquetas, além da alta atividade
antimicrobiana (DE MARCO et al., 2007).

Usado por grande parte do nordeste brasileiro, o 6leo de palma é um importante
“reservatorio de qualidade de vida”, uma vez que Seu uSO apresenta a capacidade de promover a
inibicdo dos processos oxidativos de células e tecidos. Em longo prazo pode se tornar também, uma

alternativa eficaz na producao de combustivel biodegradavel (SILVA, 2006).

1.4) Técnicas analiticas empregadas para analises dos 6leos vegetais

Dentre as principais técnicas utilizadas para determinacéo dos acidos fendlicos em amostras
de Oleos vegetais, destacam-se: Eletroforese Capilar (CE), Cromatografia Gasosa (GC) e a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).

Diferentes métodos baseados nestas técnicas sdo descritos na literatura para determinacédo de
acidos fenodlicos em diversos tipos de matrizes, mas em quase todos os trabalhos publicados, o uso
dos padr@es surrogate e interno ndo sdo citados, além de ndo ter sido analisado separadamente todo
0 elenco de analitos proposto neste trabalho.

A utilizacdo do padrdo surrogate (PS) é importante na verificacdo de perdas decorrentes do
preparo das amostras, tendo em vista, que este € adicionado logo ap6s a pesagem das mesmas,
passando por todo o processo de extracdo, sendo utilizado no calculo da concentracdo final obtida.
O padrdo interno (PI), também utilizado neste trabalho, é adicionado na solucdo da amostra que sera
injetada no cromatografo e visa corrigir variacbes do sinal analitico devido as mudangas nas
condicOes de analises, além de ser decisivo na para o calculo da recuperacdo do PS. Ambos PS e PlI,

quando utilizados para esta finalidade, devem apresentar caracteristicas semelhantes aos analitos a
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serem utilizados, ndo devem estar presentes na matriz a ser analisada, t&o pouco, coeluir com as
substancias de interesse.

Muitos trabalhos descritos pela literatura referem-se a anélise de outros dois 0leos vegetais
(azeite de oliva e Oleo de coco), onde ¢ calculado o teor total dos acidos fenolicos, normalmente
expressos em termos de acido galico, ao invés de quantifica-los separadamente.

Nas anélises envolvendo o 6leo de coco a técnica mais difundida € HPLC com detector por
fluorescéncia (SENEVIRATNE & HAPUARACHCHI & EKANAYAKE, 2009) enquanto para as
analises de azeite de dendé as técnicas mais utilizadas sdo: HPLC-UV e LC-MS (NEO et al., 2010).

DE MARCO et al., 2007 determinou substancias fendlicas em aguas residuais oriundas da
producdo do azeite de oliva por HPLC-UV. RUBIO-SENENT et al., 2013; SENEVIRATNE &
HAPUARACHCHI & EKANAYAKE, 2009; TSIMIDOU & PAPADOPOULOS & BOSKOU,
1991, quantificaram os acidos fendlicos, também por HPLC-UV e/ou HPLC-DAD, presentes no
azeite de oliva. No entanto, nenhum destes trabalhos utilizaram a técnica da padronizacéo interna.

Muitas técnicas supracitadas utilizadas na quantificagdo das substéncias fendlicas envolvem
a quantificacdo de fendis totais através de métodos espectrofotométricos na regido do visivel, onde
atraves do reagente de Folin-Ciocalteu realiza-se a extracdo dos fendlicos e os quantifica através de
uma curva com padrbes que podem ser de acido galico, catequina ou hidroxitirosol (FARHAT et
al., 2013; CABRAL et al., 2009; ISSAOUI et al., 2010; MELO et al., 2008; QIU & LIU & BETA,
2010). Nestes casos, normalmente a concentracdo dos fenolicos é expressa em termos destes acidos.

Técnicas eletroanaliticas também tém sido empregadas na determinacdo de alguns

antioxidantes, como por exemplo, acido ascorbico, flavonoides, resveratrol (ALVES et al., 2010).

1.5) Cromatografia liquida de alta eficiéncia por fase reversa

Diversos métodos de separacdo tém sido empregados a fim de promover uma separacao
eficiente dos analitos, dentre eles a cromatografia. A cromatografia € um método fisico-quimico de
separacdo que consiste na particdo dos componentes da mistura entre duas fases, conhecidas como
fases movel e estacionaria, que estdo em contato profundo. Existem inimeras formas de se
promover o processo cromatografico, variando as fases movel e estacionaria. Uma técnica tem-se

destacado nas Gltimas décadas e consiste no emprego de altas pressfes para forcar os analitos a
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passarem por uma coluna cromatografica recheada, com didmetro interno da ordem de micrémetros,
esta técnica é conhecida cromatografia liquida de alta eficiéncia (COLLINS & BRAGA &
BONATO, 2006).

A separacdo na cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) pode ser realizada por fase
normal ou fase reversa (SNYDER & KIRKLAND & GLAJCH, 1997). Na fase normal a fase mdvel
apresenta carater hidrofébico, ou seja, menos polar, enquanto a fase estacionéria apresenta carater
mais polar (hidrofilico). Quando se utiliza a separagédo por fase reversa, a principal caracteristica é
que a fase movel terd carater mais hidrofilico quando comparada com a fase estacionaria que € mais
hidrofébica. Esta mudanca de polaridade da fase estacionéria ocorre gracas a natureza dos grupos
funcionais que a preenchem.

Na separacdo por fase reversa considerando que os analitos a serem estudados apresentam
carater acido fraco (HA), esquema 1, é necessaria a supressdo da ionizacdo dos mesmos, de forma
que 0s compostos se apresentem na forma neutra de carater mais hidrofébico, tendo assim mais

afinidade pela fase estacionaria que também é apolar (hidrofdbica).

Esquema 1: Equilibrio quimico

HA A + H
hidrofébico hidrofilico
maior retencao menor retengao

Fonte: Préprio autor, 2015.

Nesta separacdo, deve-se sempre estar atento a supressao da ionizacdo dos analitos, tendo
em vista que a coluna ndo apresenta a capacidade de reter &nions e muito menos cétions, ela retém
somente compostos com caracteristica neutra. Desta forma o equilibrio deve estar sempre deslocado
para a esquerda (esquema 1), para que ocorra a sua separacdo dos componentes de interesse na

amostra.
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1.5.1) Caracteristicas fisico-quimicas da fase movel

Alguns critérios importantes devem ser seguidos antes da escolha do solvente adequado para
ser utilizado na cromatografia liquida, a fim de ndo comprometer a vida util do equipamento e dos
dados obtidos. Destacam-se como mais importantes (COLLINS & BRAGA & BONATO, 2006):

» Apresentar alto grau de pureza, pois solventes impuros podem ser detectados
pelo equipamento, promovendo mudancas na linha base, além de provocar

obstrucéo de canais.

» Dissolver a amostra sem dissolver 0s componentes presentes, ja que se necessita
que a fase movel seja capaz de transportar os analitos pela coluna sem provocar

sua desintegracao.

» Nao dissolver a fase estacionaria, tendo em vista que é através dela que ocorre as

interacdes com os analitos.

» Apresentar baixa viscosidade, para ndo promover a degradacdo dos canais do

equipamento.

1.6) Amperometria

As técnicas eletroquimicas tém-se destacado frente a outros métodos analiticos, por
possuirem baixos custos instrumentais, facilidade de operacdo, baixos limites de deteccdo, alta
sensibilidade, além de em muitos casos, ndo haver necessidade de etapas longas de preparo de
amostras. Dentre as técnicas eletroquimicas disponiveis, 0os métodos voltamétricos, em especial a
amperometria, tém ganhado destaque para as analises de uma infinidade de compostos, pois na
amperometria o potencial € mantido constante ao longo da analise, sendo medido somente a

corrente faradaica do processo de oxidagéo ou reducdo de algum composto eletroativo. J& a corrente
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capacitiva, que ¢é intrinsecamente atrelada a polarizagdo do eletrodo, tende a tornar-se
negligencidvel com o decorrer do tempo (DOS SANTOS et al., 2011).

A velocidade com que o analito se difunde através da solugdo rumo a direcédo do eletrodo de
trabalho € proporcional a diferenca de concentracdo dos analitos entre as duas regides (HARRIS,
2005; SKOOG, 2006). Desta forma, a concentracdo do material eletroativo é diretamente
proporcional a corrente de difuséo faradaica medida (BRETT & BRETT, 1996).
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2) Objetivos

2.1) Objetivo geral:

Desenvolver um método analitico para determinacéo dos acidos siringico, vanilico, caféico,
sinapico, p-cumarico e feralico, em amostras de azeite de dendé por cromatografia liquida de alta

eficiéncia com deteccdo simultanea no UV e eletroquimica com acoplamento homemade.

2.2) Objetivos especificos:

> Otimizar a composicdo da fase movel e demais parametros para analise no HPLC com

deteccao simultanea nos detectores UV e eletroquimico;

» Estudar o comportamento eletroquimico dos acidos fendlicos frente ao eletrodo de carbono

vitreo;

» Otimizar as condicOes para o processo de extracdo dos analitos, padrdes interno e surrogate

com e sem uso de ultrassom;
» Quantificar os acidos fendlicos nas amostras de azeite de dendé por HPLC-UV e comparar
a eficacia do acoplamento do detector eletroquimico ap6s o detector UV a fim de validar o

método de analise;

> Anélise de amostras de azeite de dendé de fabricacgdo artesanal e industrial.
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3) Parte experimental

3.1) Reagentes

Todos os solventes utilizados apresentavam grau de pureza HPLC, sendo estes: metanol e
isopropanol (adquiridos da Vetec), acido fosférico concentrado 85% m/m (adquirido da Tedia
Company Inc., USA). O reagente perclorato de sédio monohidratado (NaClO,. H,0) utilizado como
eletrélito suporte foi de grau P.A. da marca Spectrum. O &cido cloridrico concentrado 37% m/m
P.A. foi adquirido da Vetec. Os padrdes de alta pureza foram adquiridos pela Sigma-Aldrich, sendo
eles os &cidos: caféico, ferdlico, p-cumarico, o-cumarico, m-cumarico, sinapico, siringico e

vanilico. No preparo das solucdes foi utilizada dgua deionizada ultrapura (Milli- Q — Quantum EX).

3.2) Instrumentacdo para a analise

Para a otimizacdo da extragdo das amostras utilizou-se um banho ultrassonico Unique,
modelo USC2850, com dois cristais piezelétricos, operando a frequéncia de 25 kHz e poténcia de
120 W.

A separacdo dos analitos foi realizada em um HPLC Agilent 1100 series (software Agilent
Chemistation LC Systems, USA), injetor manual com vélvula Rheodyne de 20 uL, coluna de fase
Reversa C18 Inertsil ODS- 3 (4,6 mm x 150 mm, 5 um), coluna de guarda Inertsil ODS-3 (3,0 mm
x 10 mm, 5 um), detector UV-VIS de multiplos comprimentos de ondas (UV-VIS MWD).

Para as medidas eletroquimicas foram utilizados um potenciostato pAutolab (EcoChemie,
Utrecht, Holanda) type 111, conectado a um microcomputador, utilizando o software GPES 4.9.

Uma célula eletroquimica em fluxo com capacidade de 1,00 mL (figura 7) constituida de
trés eletrodos foi confeccionada no laboratorio, sendo o eletrodo de carbono vitreo usado como
eletrodo de trabalho (ET); eletrodo de referéncia (ER) foi Ag/AQClcl, sary € 0 eletrodo auxiliar
(EA) foi ago inox. A escolha pelo ET, levou em consideragdo a melhor eletroatividade dos analitos

frente a0 mesmao.
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Figura 7: Detalhes do acoplamento da célula eletroquimica ao detector UV, énfase na célula
eletroquimica homemade.

Dados: ET (eletrodo de trabalho); EA (eletrodo auxiliar); ER (eletrodo de referéncia).
Fonte: Préprio autor, 2015.

A célula eletroquimica foi adaptada a saida do detector UV. A medida que os analitos eram
separados pela coluna cromatografica eles seguiam rumo ao detector UV, onde foram detectados
primeiramente; em seguida foram oxidados na superficie do eletrodo de carbono vitreo, sendo
posteriormente conduzidos a um descarte através do orificio do eletrodo auxiliar de ago inox. Desta
forma a deteccdo UV e eletroquimica eram realizadas praticamente de forma simultanea, uma vez
que os dois detectores (comercial e caseiro) estavam afastados por cerca de 10 cm e era utilizada

uma mesma injecdo para quantifica-los (Esquema 2).

Esquema 2: Esquema da detecgdo simultanea UV e eletroquimica.

HPLC-UV Separacgédo Coluna C18
(Comercial) Detec¢do UV
i |
Homemade Célula eletroquimica
(Caseiro) Oxidacdo na superficie do ET

Fonte: Préprio autor, 2015.
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3.3) Estudo da otimizacao da fase mével

Tendo ciéncia dos principios que regem a escolha da fase movel e considerando que o
trabalho foi desenvolvido numa coluna de fase reserva C18 (item 1.5.1), inicialmente estudou-se o
pH da fase aquosa, baseando-se na limitagdo da coluna (2 < pH < 8 ), uma vez que as fases
estacionérias a base de silica sofrem hidrolise em pH < 2 e com fases moveis com alto percentual de
agua; ja em pH > 8 a maioria das colunas a base de silica, apresentam dissolu¢do do suporte
cromatografico, resultando em baixa eficiéncia e no alargamento frontal do pico (COLLINS &
BRAGA & BONATO, 2006).

Geralmente as separagdes por fase reversa utilizam uma fase aquosa com polaridade mais
alta, que pode ser simplesmente agua, solucdo acida ou solucdo tampao, e mais uma fase organica,
que deve ser um solvente com polaridade menor. A mistura destes solventes deve possuir
polaridade similar a dos analitos.

Para os estudos da otimizacdo da fase moével foi preparada uma mistura padrdo (MIX a 10
mg.L™) de cada um dos seis analitos estudados, mais PS e PI, diluidos em diversas composicdes de
fase mével e mais eletrélito suporte, a fim de estabelecer qual seria a mais viavel para separacdo das
substancias fendlicas em questdo. A identificacdo de cada analito foi realizada, injetando-se
separadamente cada um, de modo a obter o tempo de retencdo (tr), que é relativo para cada
composto.

Os solventes testados para compor a fase movel, envolveram estudos anteriormente

desenvolvidos pelo préprio grupo de pesquisa, além das seguintes composic¢des:

A) Acetonitrila, solucdo de H3POy,

B) Metanol, solucdo de H3PO,,

C) Metanol, tetrahidrofurano (THF), solugéo de H3POy,
D) Isopropanol, solugéo de H3PO,,

E) Isopropanol, tampéo fosfato.

Ap0s a determinacdo da composicdo da fase movel, seguiu-se para o estudo do comprimento
de onda a ser usado, sendo que este deveria apresentar maior absorvancia para os analitos e minima

absorvancia para interferentes.
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3.4) Estudo dos parametros para deteccéo eletroquimica

Estabelecido que o eletrodo de carbono vitreo seria utilizado, devido a melhor resposta
obtida para todos os &cidos fendlicos em questdo, passou-se para a parte dos estudos do potencial
de oxidacdo dos seis analitos mais os Pl e PS. Para tanto, foram realizados voltamogramas
hidrodinamicos aplicando potenciais de + 0,4 a + 1,3 V a fim de verificar se as espécies eram
eletroativas ou ndo. Os voltamogramas foram obtidos, preparando-se 2,00 mL de cada &cido
fendlico individualmente mais Pl e PS a 10 mg.L™ cada, estudados em fase mével, em meio de
eletrélito suporte (NaClO,). Cada solucdo contendo um dos &cidos fendlicos foi submetido a
agitacdo magnética. Ap6s a homogeneizacdo da solucdo, parou-se a agitacdo, aplicou-se um
programa de potencial no intervalo de +0,4 a +1,3 V durante 50 segundos em cada potencial, no
software GPES, utilizando para isso a amperometria convencional. Os voltamogramas
hidrodindmicos para cada analito foram construidos por meio dos sinais de correntes obtidos nos
diferentes potenciais aplicados. A escolha do potencial levou em consideracdo a janela de potencial

do eletrodo de carbono vitreo em meio organico.

3.5) Preparo das solucdes estoques e testes de estabilidade

Foram preparadas solucdes padrdes estoques com concentracdo final de 1000 mg.L™ para
cada um dos analitos e padrbes internos e surrogate, todas diluidas em metanol grau HPLC. A
escolha do diluente levou em consideragdo a solubilidade dos mesmos. Estas solugdes foram
filtradas com filtro de membrana de PTFE 0,45um e conservadas a -6 °C. Posteriormente foram
realizadas injecBes de solucdes diluidas a 10 mg.L™, em dias alternados, a fim de verificar por

quantos dias as solu¢des estoques se manteriam estaveis para serem utilizadas.
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3.6) As amostras de azeite de dendé

As amostras de azeite de dendé de fabricacdo artesanal e industrializada (figura 8) foram
adquiridas no comércio da cidade de Salvador, BA, no verdo de 2014. As amostras foram envoltas
por um filme de papel aluminio e armazenadas sob refrigeracéo a 4 °C.

Figura 8: Imagens das amostras de azeite de dendé adquiridas

Fonte: Prdprio autor, 2015.

3.7) Otimizagdo do método de extracdo das amostras

Algumas amostras necessitam de um pré-tratamento a fim de que haja liberacdo dos analitos
da matriz. Inicialmente o tratamento das amostras foi adaptado da metodologia descrita por DE
MARCO et al., 2007 que otimizou os parametros por extracdo liquido-liquido para recuperar
substancias fenolicas de aguas residuais oriundas da producédo do azeite de oliva.

Para maior eficiéncia do processo de extracdo dos analitos e recuperacdo do padrédo
surrogate nas amostras de azeite de dendé, foram avaliadas condi¢cBes com e sem irradiacdo de
ultrassom durante a etapa que envolve a hidrélise dos analitos com solucdo aquosa de acido
cloridrico pH 2.

Os recipientes contendo as amostras foram posicionados sobre os cristais piezelétricos do
banho ultrassénico. As condigdes testadas envolveram agitacdo manual e o uso do ultrassom nos
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tempos de 10 e 15 min, sendo que foram avaliadas as recuperagdes dos analitos e dos acidos
propostos como padrdes surrogate e interno.

Para este estudo foi selecionada uma amostra de azeite de dendé comercial (identificacdo
Y), onde foram otimizadas quantidades de amostras extraidas e volumes de solventes utilizados.

Cerca de 3 mL da amostra foram pesadas diretamente em tubos de centrifuga, totalizando
12 amostras que foram dividas em trés grupos de quatro amostras: 1 amostra e 3 amostras
fortificadas com analitos. Em trés amostras de cada grupo foram adicionadas aliquotas da solucgéo
padréo dos analitos e da solugdo padrdo surrogate, para obter a concentrago final de 10 mg.L™ e
20 mg.L™" respectivamente. Foram adicionados 3 mL de solucdo aquosa de HCI pH 2,0 em cada
tubo. Em seguida, cada grupo, composto de quatro amostras, foi submetido a uma condicdo

experimental, designadas como TO, T10 e T15, conforme esquema quadro 1.

Quadro 1: CondicBes experimentais para particdo dos analitos e PS das amostras de azeite de

dendé com a solucéo aquosa de HCI pH 2.

Condicao experimental
Amostra Agitacdo manual Ultrassom

T0 T10 (10 min) | T15 (15 min)
Amostras fortificadas Al B1 C1

A2 B2 C2

A3 B3 C3
Amostra sem fortificar ASF BSF CSF

Branco Brancol Branco 2 Branco 3

Fonte: Préprio autor, 2015.

Todas as amostras foram extraidas 3 vezes com 2 mL de n-hexano grau HPLC. Todas as
fracdes hexanicas foram descartadas. A fase aquosa foi entdo extraida 3 vezes com 3 mL acetato de
etila grau HPLC, os extratos foram combinados e evaporados em evaporador rotativo. A fracdo
residual foi resuspensa em metanol, transferida para baldo volumétrico 2,00 mL, que teve o volume
completado apds adicdo da aliquota do padrdo interno. Para cada condicdo experimental foi
analisada a amostra em branco. O fluxograma mais detalhado é apresentado na Figura 9.



Figura 9: Fluxograma de tratamento das amostras
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3.8) Avaliacdo do método

Apds a otimizacdo do método de analise por HPLC-UV-DE procedeu-se a avaliacdo do
método obtendo-se as curvas analiticas através da técnica de padronizacdo interna com uso do
padrdo surrogate, sendo os parametros analisados: resposta linear, limite de deteccdo, limite de
quantificacdo, repetitividade, sensibilidade, exatiddo e precisdo, atraves de estudo recuperacdo do
método, incluindo analise de replicatas e brancos do método, nos dois modos de deteccdo, UV e

eletroquimico.

3.8.1) Curva analitica por padronizacgdo interna

As solugdes padrdes das curvas analiticas foram diluidas em fase mével, em triplicatas, a
partir da uma solucéo padrdo mistura intermediéaria com concentragdo 100 mg.L™" de cada analito e
das solucBes intermediarias do padrdo surrogate a 200 mg.L™ e padréo interno a 200 mg.L™ onde
foram adicionados volumes pré-determinados a fim de se obter a concentracdo final desejada. As
solucdes intermediarias foram preparadas diluindo-se em fase mével as solucdes estoques de 1000
mg.L™. As curvas analiticas (y = ax + b), sendo y o sinal e x a concentracio, abrangeram o intervalo
de concentracéo de 3,0 a 20,0 mg.L™" com volume injetado de 20 pL.

Baseando-se no trabalho ja publicado pelo préprio grupo de pesquisa (SANTOS et al.,
2011), realizaram-se algumas modificacdes a cerca das concentraces de PS e Pl e avaliou-se a
possibilidade de se usar como padrdo surrogate, o acido m-cumarico e como padrdo interno, o
acido o-cumarico, para isto, certificou-se que ambos ndo faziam parte da matriz a ser analisada, ja
que quando utilizados para as finalidades ja especificadas acima, eles ndo podem fazer parte do
conjunto a ser estudado e tdo pouco coeluir com os demais analitos em estudo, devendo estar o mais

separados possivel do elenco a ser estudado.
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3.8.2) Linearidade da curva analitica

Tomando por base trabalhos publicados na literatura, a exemplificar (RIBANI et al.,2004),
um coeficiente de Pearson (r) maior que 0,999 indica evidéncias de um ajuste ideal dos dados
analisados para uma regressao linear. Quanto mais proximo de 1,0 mais ajustados se encontram 0s
coeficientes de regressao da curva analitica obtida.

Com isso, além dos valores do coeficiente de regressdo, outro parametro de controle
avaliado foi o desvio padrdo da resposta do método em funcdo da concentracdo dos analitos (3,0 a
20,0 mg.L™ incluindo o branco da curva) para ambos os detectores (equagéo 1). O fator de resposta
(Fr) é um parametro, que avalia se a resposta do método encontra-se linear, ou seja, se é
proporcional a concentracdo dos analitos. Desta forma o Fr ndo deve variar entre os niveis de
concentracdo da curva analitica, sendo recomendado que 0 mesmo ndo deva ser maior ou igual a
15 % (LAUENSTEIN & CANTILLO, 1996).

S, xC -
Fr=| ZA~——PS Equacao 1
[Spsxcj (Equacio 1)

Sendo:
Sa = sinal do analito
Sps = sinal do padrdo surrogate
Ca = concentracdo do analito

Cps= concentracdo do padrédo surrogate

3.8.3) Limites de deteccdo, quantificacdo instrumental e repetitividade

O limite de detecgdo do método (LD) representa a menor quantidade ou concentra¢do do
analito na amostra que pode ser confiavelmente distinguida de zero, ndo sendo esta,

necessariamente quantificada (RIBANI et al., 2004). Os valores dos limites de deteccdo (LD) e
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quantificacdo (LQ) foram calculados a partir das curvas analiticas obtidas para os analitos nos dois
modos de deteccdo através da razdo entre o valor do desvio padrdo do coeficiente linear (Sp) e 0

coeficiente angular das respectivas curvas analiticas (a), equacdes 2 e 3.

S
LD =3x (;bj (Equagio 2)

S
LQ =10x (f} (Equagio 3)

Sendo:
Sp = desvio padrdo do coeficiente linear da equacao da curva analitica

a = coeficiente angular da equacao da curva analitica

Foram realizados também ensaios experimentais, a fim de avaliar a repetitividade. Para estas
analises utilizou-se 5 réplicas de uma mesma amostra, extraidas no mesmo dia, as quais foram
fortificadas de modo a obter a concentracéo final de 6 mg.L™ para cada analito, mais os padrdes
interno e surrogate na concentracdo final de 20 mg.L™ cada.

A repetitividade pode ser expressa através do desvio padrdo relativo percentual (DPR %)
sendo uma das formas de avaliar a precisdao do método. Quanto menores estes valores, melhores séo

os indicios de que os valores obtidos aproximam-se dos valores ditos como reais.
3.8.4) Avaliacdo da exatidao

3.8.4.1) Recuperacdo do padrdo surrogate

Os padrdes interno e surrogate foram utilizados para avaliagdo da recuperagdo e

quantificacdo dos analitos. O PS foi adicionado logo ap0s a pesagem das amostras de azeite de
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dendé e passou por todas as etapas de tratamento da amostra, sendo desta forma, decisivo na
verificacdo das variagdes obtidas no processo de extracdo. Ja o Pl foi adicionado pouco antes de
completar o baldo volumétrico de 2,00 mL e consequentemente, antes de injetar a amostra no HPLC
e visou fazer correcdes obtidas de flutuacdes entre o sinal analitico com o pico de referéncia para
auxiliar na identificagdo dos picos dos analitos, além de ser decisivo no calculo da recuperagdo do
PS.

A percentagem de recuperacdo do padrdo surrogate nas amostras, amostras fortificadas,

brancos e brancos fortificados foi calculada com a expressdo da Equacéo 4.

Cam(PS) x Cadd (PI)
Cam(Pl1) x Cadd (PS)

R%(PS) = |: }xlOO (Equacdo 4)

Sendo:
R é a percentagem de recuperagdo do PS
Cam é a concentracdo obtida na analise da amostra
Cadd é a concentragdo adicionada na amostra
PS padréo surrogate
Pl padrdo interno

3.8.4.2) Recuperacgao das amostras e brancos fortificados

Para avaliacdo da exatiddo do método proposto, analisou-se a recuperacdo obtida com a
extracdo em replicatas de branco fortificado (n=3) e de amostras fortificadas (n=3). A fortificacao
do branco e das amostras foi realizada através da adicdo do MIX de padrées de modo a obter a
concentracdo final de 10 mg.L™ dos analitos e de 20 mg.L™ para PS e PI, nas solucdes injetadas no
HPLC.

A percentagem de recuperacdo dos analitos nas amostras e brancos fortificados foi calculada

com a expressao da equacgéo 5.
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Ri% — [M} %100 (Equagio 5)
Ca\dd

Sendo:
Ri é a percentagem de recuperacdo do analito
Car € a concentracdo do analito obtida na analise na amostra fortificada
Ca éaconcentracdo do analito obtida na amostra original

Cadd € a concentracao do analito adicionada a amostra fortificada

3.8.5) Analise das amostras de azeite

A metodologia proposta foi aplicada para analise das amostras de azeite de dendé industrial
e artesanal com determinacdo simultanea em ambos os detectores, utilizando os padrdes surrogate
(&cido m-cumarico) e interno (acido o-cumarico) no preparo das amostras, sendo possivel entdo,
realizar de forma individual a determinac@o de todos os &cidos fendlicos presentes nas amostras de

azeite de dendé industrial e artesanal.



4) Resultados e discussdes

4.1) Parametros de anélise para detec¢do eletroquimica
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De acordo com os potenciais aplicados a célula eletroguimica, pode-se verificar que algumas

espécies comecam a ser oxidadas a partir de um potencial de + 0,70 V e quando esse potencial

alcangou um valor de + 0,80 V, os &cidos caféico, sindpico e siringico foram oxidados na célula

eletroquimica e, portanto ja poderiam ser detectados ao passo, que no potencial de + 1,10 V todas as

espécies foram oxidadas (figura 10). Sendo escolhida, portanto para a analise eletroquimica a

amperometria aplicando um potencial de + 1,10 V, pois neste potencial foi verificado uma maior

estabilidade da corrente faradaica para a grande maioria dos &cidos fenolicos.

Figura 10: Voltamogramas hidrodindmicos obtidos através da aplicacdo de diferentes potenciais

para 0s 4cidos fenélicos estudados na concentragdo de 10 mg.L™ cada, diluidos em fase mével

composta por isopropanol e solucdo de HsPO, pH 2,40 + NaClO4 (7 mmol.L™); proporcdes dos

solventes (13:87).
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Fonte: Prdprio autor, 2015.
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A variacdo da corrente obtida nos voltamogramas hidrodindmicos de cada &cido fendlico
dependeu do coeficiente de difusdo (D) de cada analito, que € uma propriedade intrinseca para cada
espécie, estabelecida como uma medida da mobilidade das substancias em dado meio, sendo
diretamente relacionado com a massa molecular (SKOOG et al.,, 2006). Os analitos que
apresentavam maiores D, deslocavam-se mais rapidamente rumo ao eletrodo de carbono vitreo,
sendo rapidamente oxidados na superficie do eletrodo, resultando desta forma, em maiores

correntes faradaicas e maiores eletroatividades.

4.2) Estudo da otimizacao da fase mével para HPLC

Os testes iniciais foram baseados em uma metodologia ja descrita pelo grupo (SANTOS et
al., 2011) que envolvia a separacdo de trés dos seis acidos fenolicos estudados mais os PS e Pl por
eluicdo isocratica, com uma fase mdvel trifasica composta por acetonitrila/metanol/solucdo de
HsPO4 pH 2,15 (13:12,5:74,5 v/v). Quando tentou-se reproduzir este método para os seis &cidos
fenolicos em estudo mais PS e PI, a separacdo ndo foi completa, fato que pode ser explicado pela

grande similaridade estrutural de alguns analitos que coeluiram (figura 11).

Figura 11: Cromatograma da solucéo padrdo MIX 10 mg.L™ dos &cidos: (1) siringico; (2) vanilico;
(3) caféico; (4) sinapico; (5) p-cumarico; (6) ferulico; (7) m-cumarico; (8) o-cumarico. Eluicéo
isocratica com solucéo de HsPO4 pH 2,15/ACN/MeOH (74,5:13:12,5 v/v), fluxo de 1,0 mL.min™.
Tempo de eluicdo 30 min.

100

50

Absorvancia/ mUA
(&)}
(0]
[}

Tempo/ minutos

Fonte: Prdprio autor, 2015.
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A fim de estabelecer uma nova condigdo para separacdo dos acidos fendlicos e levando em
conta os pKa dos analitos (quadro 2), determinou-se qual pH deveria ser trabalhado a fim de
suprimir a ionizacdo dos mesmos e obter boa resolucdo e sensibilidade na analise. Para isto o pH
escolhido foi 2,40, pois neste a grande maioria dos analitos apresentavam maiores coeficientes de
particdo em meio &cido, havia também predominio da forma protonada das substancias de interesse
apresentando deste modo a capacidade de serem retidos pela coluna de fase reversa C18.

Quadro 2: Dados dos analitos analisados

, Massa molar Coef_iciente de Solubilidrflde
Composto Formula (g.mol™) pKa | particdo (Ko) | molar em &gua

empH 2 apH?2
Acido caféico CoHgO4 180,16 4,58 54,4 0,055
Acido ferdlico C10H1004 194,18 4,58 79,2 0,020
Acido o-cumarico CgHgO3 164,16 451 84,9 0,028
Acido m-cumarico CgHgO3 164,16 4,38 75,8 0,031
Acido p-cumarico CoHgO3 164,16 4,65 83,5 0,029
Acido sinapico C11H1205 224,21 4,53 82,6 0,013
Acido siringico CgH100s 198,17 4,33 118,0 0,035
Acido vanilico CgHgO4 168,15 4,45 121,0 0,052

Fonte: SCIFINDER, 2015.

Foram realizados os gradientes exploratérios para cada uma das seguintes fases moveis
binarias: a) solucdo de H3POg/acetonitrila; b) solucdo de HszPOs/metanol; c) solucdo de
H3PO4/isopropanol. A partir da avaliacdo dos cromatogramas obtidos para estas trés condicdes
foram propostas diferentes proporc¢des dos solventes.

O detector Agilent UV-VIS MWD do sistema HPLC permite monitorar simultaneamente até
cinco comprimentos de onda, portanto durante a execucdo destes experimentos foram também
avaliados o comprimento de onda para deteccdo na regido do UV, buscando maior sensibilidade,
minima interferéncia e estabilidade do sinal da linha base. Para abordagem deste item sdo
apresentados os resultados obtidos para deteccdo no comprimento de onda com melhor resultado,

ou seja, 225 nm.
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O gradiente exploratério é utilizado para obter uma perspectiva geral da ordem de eluigdo
dos analitos e em qual porcentagem de solvente orgéanico havera maior possibilidade de separacdo
dos analitos. Este gradiente foi realizado no tempo de 60 minutos em fluxo constante, fazendo os
solventes variarem de 0 a 100 % linearmente.

Nos cromatogramas obtidos para os gradientes exploratorios verificou-se que a elui¢do das
substancias de interesse ocorreu entre 22 e 33 % para a acetonitrila e entre 34 e 51 % para 0

metanol, sendo também observada uma melhor separagdo quando foi utilizado metanol (figura 12).

Figura 12: Cromatograma da MIX 10 mg.L™ dos 4cidos (1) siringico; (2) vanilico: (3) caféico; (4)
sinapico; (5) p-cumérico; (6) ferdlico; (7) m-cumérico; (8) o-cumarico. Elui¢cbes em gradientes
exploratérios: (A) solucdo de HsPO,4 pH 2,40/ACN (100:0) em 0 min a (0:100) em 60 min, fluxol1,0
mL.min™; (B) solucdo de H3PO4 pH 2,40/MeOH (100:0) em 0 min a (0:100) em 60 min, fluxo 1,0
mL.min.
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Fonte: Préprio autor, 2015.

A partir destes resultados foram testadas condicGes de eluicdo isocratica, variando-se a
porcentagens de acetonitrila (10 a 30 %) e metanol (20 a 50 %), porém estes experimentos ndo
apresentaram separacdes satisfatorias para as substancias de interesse. Na figura 13 sdo
apresentados os cromatogramas para as melhores condicGes obtidas para cada solvente.

A eluigdo por gradiente necessita de um intervalo de tempo entre as injecdes, necessario
para retornar a condicdo inicial de anélise e estabilizar o sinal, mesmo que os tempos de retencédo

das substancias de interesse sejam reprodutiveis. Dependendo da variacdo na composicdo da fase
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movel e das substéncias que a compde, este processo pode demandar certo tempo, tornando a

analise muito demorada, por isso utiliza-se na grande maioria das vezes, a elui¢do isocratica.

Figura 13: Cromatograma da MIX 10 mg.L™ dos écidos acidos: (1) siringico; (2) vanilico; (3)
caféico; (4) sinépico; (5) p-cumarico; (6) ferdlico; (7) m-cumaérico; (8) o-cumérico. Eluicdo
isocratica, fluxo 1,0 mL.min™: (A) solucdo de HsPO, pH 2,40/ACN (79:21), tempo de eluigdo 20
min. (B) solucdo de H3PO, pH 2,40/MeOH (64:36), tempo de elui¢do 25 min.
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Fonte: Proprio autor, 2015.

Das condicdes de eluicdo por gradiente testadas, a melhor condicdo (solu¢do de H3PO4 pH
2,40/MeOH), ainda apresentou coelui¢do dos picos dos acidos p-cumarico e feralico (figura 14).
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Figura 14: Cromatograma da MIX 10 mg.L™ dos acidos: (1) siringico; (2) vanilico; (3) caféico; (4)
sinapico; (5) p-cumarico; (6) ferdlico; (7) m-cumarico; (8) o-cumarico. Eluicdo em gradiente
solucédo de H3PO,4 pH 2,40/metanol: 1 a 10% de metanol em 5 min, 10 a 40% de metanol de 5 a 25

min, 40 % de metanol de 25 a 35 min, fluxo 1,0 mL.min™%. Tempo de eluicio 38 min.
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Fonte: Préprio autor, 2015.

Para promover a separacdo destes analitos, o THF foi adicionado a fase mével em pequenas
percentagens (0,5 a 3,0 %) apenas na regido que apresentava coeluicdo, a fim de tornar o0 meio
menos polar. Além da separacdo nao ter sido satisfatéria, mesmo em pequenas proporcées, o THF
apresentou absorvancia consideravel na regido de interesse do UV, diminuindo a sensibilidade do
método e causando elevacdo significativa da linha de base, sendo, portanto inviavel.

Apo0s os testes descritos anteriormente, como ndo havia verificado a separacdo total dos
analitos, realizou-se a troca do solvente organico por um de polaridade diferente aos ja trabalhados
e novamente efetuou outro gradiente exploratério, para a fase movel composta de solucdo de H3PO4
pH 2,40/ isopropanol (figura 15) no tempo de 30 minutos, fazendo a proporcdo de isopropanol
variar de 0 a 55 % linearmente, sob um fluxo constante e menor do que os outros gradientes
testados, a fim de ndo comprometer a integridade do sistema devido a réapida elevacdo da pressao
quando este solvente é empregado. A eluicdo das substancias de interesse ocorreu entre 28 e 46 %

de isopropanol.
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Figura 15: Cromatograma da MIX 10 mg.L™ dos 4cidos (1) siringico; (2) vanilico; (3) caféico; (4)
sinapico; (5) p-cumarico; (6) ferdlico; (7) m-cumarico; (8) o-cumarico. Eluicdo em gradiente
exploratério de solucdo de H3PO,4 pH 2,40 /isopropanol (100:0) em O min. a (0:55) em 30 min.,

fluxo 0,5 mL.min™,
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Fonte: Préprio autor, 2015.

Anélises com eluigdes isocraticas e por gradientes foram realizadas, variando-se a
porcentagens de isopropanol de 20 a 40 %. A separagdo completa dos analitos foi alcangada por
gradiente de eluicdo com uma mistura de solucdo de H3PO,4 pH 2,40/ isopropanol em 34 min (figura
16). No entanto, ao realizar injecdes consecutivas o tempo de retencdo ndo foi reprodutivel. Tendo
em vista que € através da comparacdo dos tempos de retencdo com padrdes que os analitos sdo
identificados na amostra, esta condi¢do tornou-se inviavel. A substituicdo da solugdo de H3PO, por
solucdo tampdo fosfato, com mesmo valor de pH, ndo foi capaz de evitar o deslocamento dos
tempos de retencdo (tr). A principio o uso da solucdo tampdo seria mais eficiente no controle do pH
do meio nas condi¢bes de equilibrio, além suprimir a desprotonacdo dos analitos, sendo

possivelmente melhor para reproducdo das condi¢des de equilibrio e consequentemente os tr.
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Figura 16: Cromatograma da MIX 10 mg.L™ dos &cidos (1) siringico; (2) vanilico; (3) caféico; (4)
sinapico; (5) p-cumarico; (6) ferdlico; (7) m-cumarico; (8) o-cumarico. Eluicdo em gradiente
solucédo de H3PO,4 pH 2,40/isopropanol: 1 a 22% de isopropanol em 18 min, 22% isopropanol de 18

a 21 min, 22 a 24% de isopropanol de 21 a 23 min, fluxo 0,7 mL.min™. Tempo de elui¢cdo 34 min.
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Fonte: Préprio autor, 2015.

A dificuldade na separacdo dos analitos quando se utilizou gradientes binarios, foi
ocasionada uma diferenca de polaridade na fase mdvel na condicao inicial e final para eluicdo dos
acidos fendlicos em estudo. Outro aspecto é que devido a semelhanga nas estruturas entre os acidos
fendlicos, dois grupos se destacavam sendo estes constituidos pelos &cidos sinapico, p-cumarico e
feralico; e o outro grupo formado pelos acidos siringico, vanilico e caféico, que exigem condicGes
mais brandas quanto a variacdo da porcentagem de solvente organico para serem totalmente
separados. Desta forma para a realizacdo da separagdo completa destes dois grupos, necessitaria de
um longo tempo de analise.

Por fim, apds estudos diminuindo consideravelmente a percentagem de isopropanol para um
intervalo ndo testada anteriormente (10 a 19% de solvente organico), a separacdo completa dos
acidos fendlicos estudados foi obtida por eluicdo isocratica com solucdo de H3PO4 pH 2,40 e
isopropanol.

Como para a deteccdo eletroquimica, ha necessidade da utilizacdo do eletrdlito suporte,
realizaram-se célculos de concentracdo de modo que este estivesse cerca de 50 a 100 vezes maior
que a concentracdo dos analitos, a fim de que ele fosse atraido pelo campo elétrico, evitando o
transporte de massa por migragdo. O eletrélito escolhido foi o perclorato de sédio na concentragao
de 7 mmol.L™ onde optou-se por o diluir na solucdo de HsPO, que compde a fase mével. Desta
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forma ficou estabelecida a melhor condicao de fase movel (figura 17) a ser empregada no presente
trabalho:

Coluna: C18 Inertsil ODS- 3 (4,6 mm x 150 mm, 5 um),

Coluna de guarda: Inertsil ODS-3 (3mm x 10 mm, 5 um),

Eluicéo isocrética: solugdo de HsPO,4 pH 2,4 e NaClO4a 7 mmol.L*/isopropanol (87:13v/v),
Fluxo da fase mével: 1,0 mL.min?,

Comprimento de onda para Deteccdo UV: 225 nm,

Potencial deteccéo eletroquimica: +1,10 V,

Tempo total de analise: 43 minutos.

Figura 17: Cromatograma da MIX 10 mg.L™ dos écidos: (1) siringico; (2) vanilico; (3) caféico; (4)
sinapico; (5) p-cumarico; (6) ferdlico; (7) m-cumarico; (8) o-cumarico. Eluicdo isocratica solugédo
de H3PO4 pH 2,40 e NaClO, 7 mmol.L™ /isopropanol (87:13 v/v), fluxo 1,0 mL.min™. Tempo de
eluigdo 43 min.
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Fonte: Proprio autor, 2015.

4.3) Testes de estabilidade das solugdes trabalho

Durante os estudos da otimizacdo da fase movel foi observado que alguns analitos
apresentaram um pequeno pico secundario além do pico principal, quando as solucfes injetadas
(solucdes trabalho) foram preparadas alguns dias apds o preparo da solugdo estoque. Esses picos

secundarios apresentavam discreto aumento de area com o decorrer do tempo. Houve entdo a



53

necessidade da realizacdo deste experimento, a fim de verificar por até quantos dias as solucGes
estoques estariam em boas condic¢des de uso, sem comprometer a integridade das andlises.

Em trabalho anteriormente realizado por Santos e colaboradores, 2011 verificou-se que para
os acidos caféico, p-cumarico e ferulico, o solvente empregado na dilui¢do da solucéo trabalho foi o
que mais influenciou no perfil do cromatograma. A dilui¢do da solucdo trabalho em fase mdvel,
independente do solvente (MeOH, ACN ou FM) empregado para a diluicdo da solugéo
intermediaria na presente condicdo otimizada, foi decisivo para o estudo de estabilidade.

As solucdes trabalho preparadas no mesmo dia das solugcfes estoques e em dias alternados,
compreendendo ate 12 dias, foram injetadas na condic¢do otimizada para HPLC-UV-DE, avaliando-
se o perfil dos cromatogramas, valores de area (pico principal e secundario) e concentracdo das
substancias de interesse.

Verificou-se que as solucBes trabalho poderiam ser usadas por no maximo dois dias (figura
18), pois foi observado que neste periodo havia auséncia de picos referentes a produtos da
degradacédo, sem diminuicédo significativa de area do pico principal. Na figura 18 séo apresentados
0s cromatogramas obtidos para as soluc@es injetadas entre os 1° e 12° dia apds o preparo da solucao

estoque, onde se verifica aumento significativo do pico do produto de degradacdo do acido sinépico.

Figura 18: Cromatogramas obtidos para as solucfes injetadas entre os 1° e 12° dia na condicao
otimizada de eluicdo isocratica com solucdo de HsPO4 pH 2,40 e NaClO, 7 mmol.L™ /isopropanol
(87:13 v/v), fluxo 1,0 mL.min™.
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Dados: Acidos: (1) siringico; (2) vanilico; (3) caféico; (4) sinapico; (5) p-cumarico; (6) ferdlico; (7)
m-cumarico; (8) o-cumarico.
Fonte: Préprio autor, 2015.
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4.4) Otimizacao do método de extracdo das amostras

Acidos fen6licos ocorrem nas plantas nas formas livres e ligadas. Os &cidos fendlicos livres
estdo localizados na camada exterior do pericarpo e sdo extraidos da matriz utilizando solventes
organicos. Os acidos fendlicos que se encontram conjugados a parede celular estdo associados
atraves de ligacdo éster ou éter. A hidrolise acida ou béasica é necessaria para libertar estes
compostos ligados a matriz célular.

Neste trabalho optou-se por utilizar a hidrolise acida, tendo em vista que o acido caféico é
muito instavél em meio alcalino. A hidrolise &cida é extremamente importante na extracdo destes
analitos, tendo em vista que em meio acido o coeficiente de particdo de todos os analitos é superior
a 50 (SCIFINDER, 2015), desta forma, eles serdo liberados da parede celular, que pode conter
quantidades significativas destes antioxidantes naturais (ZHAO et al., 2006 apud JAMAL & IDRIS
& ALAM, 2011). Esta etapa do processo é importante, pois muitos azeites de dendé, principalmente
os de fabricacdo artesanal, apresentam duas fases de coloracdo bem intensa e caracteristica. Na
temperatura ambiente, a fase superior é liquida e a inferior de consisténcia pastosa que pode conter
pequenas particulas da polpa do fruto dendé.

O uso do n-hexano no processo de extracdo das substancias fendlicas foi necessario ja que
ele promove a separacdo das fracdes lipidicas e aquosas nas amostras. Logo em seguida sobre a fase
aquosa adicionou-se acetato de etila que promove a remoc¢ao dos acidos fendlicos de interesse, da
porcdo aquosa (RUBIO-SENENT et al., 2013).

Com o intuito de promover maior eficiéncia na extracdo dos &cidos fenolicos dos residuos
de parede celular da palmeira Elaeis, que porventura estivem presentes na fracdo pastosa das
amostras de azeites, realizou-se estudos envolvendo o uso da sonicacdo por ultrassom e comparou
com agitacdo manual.

A irradiacdo de ultrassom em solugdes induz o fenémeno de cavitacdo acustica no meio
liquido. Na interface solido-liquido ocorrem crescimento e implosdo de bolhas de cavitagcdo que
leva a formacdo de micro jatos com energia suficiente para causar fragmentacdo das particulas e
aumento da &rea superficial para extracdo (KORN & PEREIRA & BORGES, 2005)

Para a realizagcdo destes experimentos, escolheu-se aleatoriamente uma das amostras de
azeite de dendé, e a ela fez-se uma fortificacdo com solucdo padrdo de todos os analitos e padrbes

interno e surrogate. As amostras foram extraidas com solug¢do aquosa de HCI pH 2, na temperatura
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ambiente, manualmente e por ultrassom por 10 e 15 min. As analises foram realizadas em triplicata
e para comparacdo das técnicas utilizadas foram construidos os graficos das médias das
recuperacdes de cada acido fendlico determinados com curva de calibracdo externa, em cada um

dos detectores utilizados (figura 19).

Figura 19: Grafico dos testes com a porcentagem de recuperagdo para o0s seis analitos em estudo
em ambos detectores, com a utilizacdo da sonicacdo por ultrassom nos tempos, TO, T10 e T15

minutos.
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Fonte: Préprio autor, 2015.
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Através do estudo das recuperagdes dos seis analitos foi verificado que a sonicacao foi
ineficaz para alguns analitos (&cidos caféico e sindpico), tendo em vista que a medida que foram
aumentados os tempos de exposicdo das amostras a sonicacdo pelos cristais piezelétricos do
ultrassom, maior foi a degradacdo dos analitos, sugerindo aumento de instabilidade sob forte
cavitacdo. Fato este evidenciado pela presenca dos picos secundéarios referentes a alguns analitos,
nos cromatogramas obtidos para estas amostras. Nic¢iforovi¢ & Abramovi¢, 2014 relataram que sob
forte agitacdo e aumento da temperatura os acidos sinapico e caféico degradam rapidamente.

Uso do padrdo m-cumarico como surrogate e o-cumarico com padrdo interno foram
avaliados através das analises das amostras sem fortificacdo e dos valores de recuperacdo destes
acidos nas amostras fortificadas. Os acidos m-cumarico e o-cumérico ndo foram detectados nas
amostras sem fortificacdo. Para todas as amostras fortificadas analisadas a média das recuperacdes e
0s (DPR%) para o padrdo surrogate e padrdo interno foram, respectivamente: 51,2% (5,8%) e
94,5% (3,1%) para deteccdo UV e para DE 51,2% (4,4%) e 89,3% (3,6%). Nos brancos analisados
a média das recuperacdes e 0s (DPR%) para os padrGes surrogate e internos foram, respectivamente
84,5% (9,9%) e 97,3% (2,6%) para UV e 83,1% (10,1%) e 95,0% (3,5%) para DE.

A extracdo manual foi selecionada para o tratamento das amostras e adaptando-se 0 método
(DE MARCO et al.,2007) a cerca do volume de amostras extraidas, volume de solventes (n-hexano
e acetato de etila), de solucdo de HCI pH 2,0 e uso do padrdo m-cumarico como surrogate e o-
cumarico com padrdo interno. O esquema e as etapas do processo de tratamento das amostras

encontram-se elucidado na figura 20 e 21.



Figura 20: Esquema de tratamento das amostras
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Figura 21: Etapas dos tratamentos das amostras: (A) amostras ap6s pesagem e adi¢do de HCI pH 2;
(B) etapa de extragdo com uso de n-hexano; (C) etapa de extracdo com acetato de etila; (D) parte

organica removida para posterior rotaevaporacao.

Fonte: Préprio autor, 2015
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4.5) Avaliacao do método

4.5.1) Padronizacgdo interna - Estudo das curvas analiticas

Analisando os coeficiente de Pearson (r), obtidos para as curvas analiticas em ambos os
detectores, foi verificado que os mesmos apresentaram ajuste dos pontos, ja que r > 0,999. Isto
indicou ajuste dos pontos na faixa de concentracéo estudada, no caso de 3 a 20 mg.L™, para com a
linha de regresséo de acordo com RIBANI et al.,2004.

Com relacdo aos desvios padrdes relativos, entre os fatores de resposta, para ambos
detectores, todos foram inferiores a 15%, sendo que estes variaram na detec¢do UV de 3,35% (acido
caféico) a 4,50% (&cido vanilico); ja para DE os DPR% variaram de 2,40% (&cido caféico) a 12,0%
(&cido sindpico), evidenciando um ajuste linear da curva analitica na faixa de concentracdo
estudada.

Foram realizados testes estatisticos a fim de verificar se haviam semelhancas nas
sensibilidades das deteccbes UV e DE, para tal empregou-se o teste t de Student aos pares nos
fatores de resposta (FR) dos dois detectores, em cada nivel de concentragdo de cada curva analitica,
na qual foram comparados os valores de teitico, COM 0S teaculados- DeSta forma verificou-se que
haviam diferencas significativas entre os fatores para ambos detectores a 95% de confiabilidade,

tendo em vista que os valores cairam em uma area de rejeicdo da gaussiana (quadro 3).

Quadro 3: Teste t para ambos os detectores UV e DE

Analitos Teste t
_ Leritico Lcalculado

Acido siringico 2,77 20,0
Acido vanilico 2,77 14,3
Acido caféico 2,77 8,97
Acido sinapico 2,77 8,51
Acido p-cumarico 2,77 8,02
Acido fertlico 2,77 6,75

Fonte: Préprio autor, 2015
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A tabela 1 com as respectivas equacdes das retas para ambos os detectores, elucida o

comportamento dos &cidos fendlicos em estudo.

Tabela 1: Curvas analiticas, FR, DPRgr obtidos para os acidos fendlicos estudados em presenca de

fase movel composta de isopropanol e solugcdo de H3PO,4 pH 2,40 (13:87)

Deteccéo UV

Deteccédo DE

Analito
Equacdo da Reta FR DPRgr Equacdo da Reta FR DPRgr

A_c,ido. y = 1,4330x + 0,00933 147 4,20 y =0,6570x - 0,003940 0,625 6.03
siringico r=0,9998 r=0,9991

Acic,k? y =1,2284x + 0,0104 1,27 4,50 y =0,8124x - 0,01204 0,767 3.30
vanilico r =0,9997 r = 09995

Acido y=09563x-000450 | 947 | 335 | YZO7720x-0002010 | 476, | 549
caféico r =0,9997 r=0,9998

A_ci}do. y = 0,9662x — 0,00800 0,940 418 y =0,5771x - 0,005090 0,557 12,0
sinapico r = 0,9995 r =0,9990

ACidO N y= 1,2019X — 0,00393 1’19 3,60 y= 11009)( - 0:01017 0,969 3,58
p-cumarico r=0,9997 r =0,9999

Acido y=1,0074x=000731 | g 4q, 3.90 y =1,296x + 0,05132 1,47 10,2
ferulico r = 0,9994 r =0,9990

Dados: y = area analito/area do PS ; x = concentragéo analito (mg.L™) / concentracéo PS (mg.L™);

FR = Fator de resposta

Fonte: Préprio autor, 2015

As curvas analiticas obtidas para ambos os detectores podem ser verificadas pela figura 22.
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Figura 22: Curvas analiticas obtidas para 0s respectivos detectores ultravioleta (UV) e

eletroquimico (DE)
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Baseando-se nos coeficientes de Pearson (r) para ambos os detectores, foi verificado que
para a deteccdo UV as espécies que apresentaram melhor correlacdo linear foram os acidos
siringico, vanilico, p-cumarico e caféico; ja para a detec¢cdo DE, foi observado maior correlagédo
para 0s acidos p-cumarico, cafeico e vanilico. Desta forma, a deteccdo que ofereceu melhor
correlacdo para a grande maioria dos analitos foi a detec¢do UV, j& que para esta foram verificados
maiores valores de r, indicando melhores ajustes dos pontos. Esta diferenca na sensibilidade dos
acidos fendlicos obtidos nas deteccBes UV e DE, devem-se também as diferencas entre ao D das
espécies analisadas, que influenciam diretamente em como as espécies difundem-se em diferentes
meios (figura 23).

Figura 23: Sobreposicdo das curvas analiticas para a faixa de concentracdo de 3 a 20 mg. L™ dos
acidos: (1) siringico; (2) vanilico; (3) caféico; (4) sindpico; (5) p-cumarico; (6) ferulico; (7) m-

cumarico; (8) o-cumarico.

uv
2

3
’ 5

140 I F;S PI

120 \JUL 8

1001 [ 20 mg/ L

80 ULM‘ 15 mg/L

60| ﬂkg u 10 mg/ L

40 6 mg/L
20 3 mg/L
044 /L 0 mg/L

!
0 10 20 30 40 50 60
Tempo/ minutos

Area/ mUA

DE

4 PS PI
8
0,14+
0,124 /\\
<§- 0.10] 20 mg/L
@ 0,08 JU ( 15 mg/L
§ 0,061 Ko 10 mg/L
8 o04] \\ 6 mg/L
0,02 3 mg/L
0,00 e 0 mg/L

0 1'0 Zb 3:0 4b 5'0
Tempo/minutos

Fonte: Préprio autor, 2015.
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4.5.2) Limites de deteccéo e quantificacdo instrumental e repetitividade

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados para ambos os detectores, onde
pOde-se verificar que quando analisou-se o LD e LQ instrumental, foi observado que a grande
maioria dos analitos estudados, mostraram-se mais sensiveis frente ao detector UV (tabela 2). Este
fato baseia- se nas baixas correntes obtidas na DE que abrangem a faixa de 10® a 107 amperes.
Essas baixas correntes influenciam diretamente no resultado dos dados obtidos, uma vez que as
mesmas apresentam-se proximas a faixa de corrente limite do potenciostato utilizado neste trabalho,
podendo assim apresentarem maiores instabilidades da linha de base, o que ocasiona a néo
determinacéo de certos analitos, que s&o facilmente confundidos com ruidos do sistema.

Tabela 2: Limites de deteccéo e quantificacdo

Instrumental
Analito Detec¢do UV Detecgéo DE
LD (mg.L™ LQ (mg.L ™) LD (mg.Lh) | LQ (mg.L?)

Acido siringico 0,019 0,063 0,047 0,160
Acido vanilico 0,022 0,072 0,038 0,120
Acido caféico 0,022 0,073 0,023 0,077
Acido sinapico 0,025 0,084 0,062 0,210
Acido p-cumérico 0,020 0,069 0,015 0,050
Acido ferulico 0,029 0,095 0,079 0,270

Fonte: Préprio autor, 2015.

Conforme mencionado anteriormente a avaliacdo da precisdo do método foi realizada com
base nas analises de replicatas dos experimentos e ensaio para analise da repetitividade do método,
ou seja, através da andlise dos respectivos DPR % dos analitos nas amostras fortificadas em estudo.
Desta forma, baseando-se na curva de BOYER & HORWITZ & ALBERT, 1985; uma relacdo
matematica pode expressar a dependéncia entre valores de DPR e a concentracdo da substancia;
valores até 0 maximo de 11% de DPR s&o considerados aceitaveis para o nivel de concentracdo
estudado.

Os maiores DPR% foram observados para os acidos siringico e sinapico em ambos

detectores, fato justificado pela alta instabilidade dos mesmos, frente a variagfes de temperatura
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(NICIFOROVIC & ABRAMOVIC, 2014). Observou-se com isso, que a maior precisio ocorreu
quando utilizou-se a deteccdo UV, tendo em vista nos menores valores de desvio padréo relativo

obtidos para esta deteccdo (tabela 3).

Tabela 3: Célculos dos estudos de repetitividade para ambas as detec¢des em estudo.

Analitos DE uv
DPR% DPR%
Acido siringico 10,5 10,0
Acido vanilico 8,78 6,61
Acido caféico 9,02 8,11
Acido sinapico 14,7 12,0
Acido p-cumarico 6,49 3,50
Acido ferdlico 5,65 3,84

Fonte: Préprio autor, 2015.

4.5.3) Estudo da exatiddo (recuperacéo) das amostras fortificadas e padréo surrogate

Apbs analises dos dados obtidos para as amostras fortificadas, brancos e brancos fortificados
foi realizado o estudo da exatiddo (recuperacdo) do método proposto através da padronizacdo
interna, onde foi verificado que a média das recuperacGes das amostras fortificadas variaram de
31,0 a 153,0% para DE, e para deteccdo UV este variou de 36,0 a 106,0% conforme tabela 4,
enguanto os menores DPR% foram observados em geral para a deteccdo UV. Estes menores DPR%
indicam que mais preciso foram as replicatas obtidas. Como ja relatado anteriormente, essa grande
variacdo dos dados obtidos para o DE, pode ser atribuida as baixas correntes obtidas pela
amperometria.

Em média, a recuperacdo do padrdo surrogate (acido m-cumarico), foi superior a 80% para
ambos o0s detectores, demonstrando desta forma, uma boa exatiddo quando utilizou-se a

padronizacéo interna associada no método desenvolvido.
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Tabela 4: Médias das recuperacOes obtidas para amostras fortificadas (n = 3) e brancos fortificados

(n = 3) em ambos os detectores quando foi utilizado a fortificacdo a 10 mg.L™

Medias de recuperacdo, %

Detector UV

Analitos Detector Eletroquimico
AMF | DPR BF DPR | AMF | DPR BF DPR
] nN=3) ] % | (n=3) % (n =3) % (n =3) %
Acido siringico 100,0 94 1130 6,7 106,0 4,2 119,0 1,6
Acido vanilico 1530 33 900 6,7 | 1010 50 1100 54
Acido caféico 1000 76 410 160 | 820 14 440 35
Acido sinapico 31,0 540 220 534 | 360 539 180 @ 472
Acido p-cumarico 670 103 80,0 4,1 690 64 820 31
Acido ferulico 80,0 131 61,0 8,1 670 87 710 39
Acido m-cumarico (PS) | 80,0 85,0 82,0 89,0

Dados:

AMF: amostra fortificada

BF: branco fortificado

DPR%: desvio- padrdo relativo percentual

4.5.4) Andlise das amostras

Fonte: Prdprio autor, 2015.

As médias das concentracfes dos analitos obtidas nas amostras de fabricacdo artesanal e

industrializadas analisadas encontram-se na tabela 5. Verifica-se uma similaridade entre os teores

de antioxidantes nas diferentes amostras analisadas. Inicialmente acreditava-se que as amostras de

fabricacéo industrializadas fossem apresentar menores teores dos antioxidantes, tendo em vista, que

0 processo de beneficiamento realizado pela indlstria ao 6leo de palma, pode ser decisivo na

degradacédo das substancias fenolicas contidas nesta matriz. Outro aspecto importante é a condigdo

de conservacgdo ou exposicao dos produtos nas prateleiras do mercado varejista.
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A média de recuperacdo para o PS nas amostras com determinag¢do no UV variou de 79% a
102% e para a determinagcdo no DE, os valores variaram de 75,9% a 91%. Os cromatogramas

obtidos para a amostra A, em ambos os detectores, encontram-se elucidado na figura 24.



Tabela 5: Concentracdo (mg.L™)? dos 4cidos fendlicos e recuperacdo do padrdo surrogate nas amostras de

artesanais (C e D) determinados por HPLC com detector UV e detector eletroquimico homemade.

azeite de dendé comercias (A e B) e

Detector UV

Analito Amostras
A DPR% B DPR% C DPR% D DPR%
Acido siringico 2,240,1 3,7 3,440,7 20,7 1,1+0,1 4,8 2,240,3 11,6
Acido vanilico 9,9+1,8 17,7 14,2+0,8 5,9 8,410,04 0,5 10,3£1,5 10,2
Acido caféico 7,04£0,2 2,6 14,7+£1,5 10,2 7,5£0,3 3,7 8,8+1,9 15,8
Acido sinapico 1,0£0,2 17,3 2,610,3 13,4 2,7£0,2 6,6 1,60,05 4,5
Acido p-cumérico | 0,4+0,0g 23,3 2,140,1 6,6 1,4+0,2 16,6 1,240,1 12,5
Acido ferdlico 0,21 - nd - 0,12 - nd -
Recuperacdo PS 79 80 79 102
Detector Eletroquimico
Analito Amostras
A DPR% B DPR% C DPR% D DPR%
Acido siringico 1,8+0,1 6,3 3,0+0,9 31,8 1,6+0,5 28,6 2,2+0,7 24,8
Acido vanilico 8,8+0,2 1,8 11,9+14 12,0 11,0+3,7 33,9 8,7+1,0 11,0
Acido caféico 6,8+0,2 2,1 9,9+1,0 9,7 11,2+3,2 28,9 8,4+0,7 6, 2
Acido sinapico nd - nd - nd - 1,3+0,4 23,7
Acido p-cumérico | 1,0+0,4 38,4 1,740,1 8,4 nd - 1,0+0,4 31,2
Acido feralico nd - 4,2 - nd - nd -
Recuperacédo PS 75 77 91 85

Dados: * Resultados expressos como média + desvio padrdo DP de duplicata para as amostras A, B e C, e triplicata para amostra D,
nd = valores abaixo do limite de detec¢éo,

Amostras comerciais: A e B,
Amostras artesanais: C e D.

Fonte: Préprio autor, 2015.

L9
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Figura 24: Perfil das amostras analisadas por ambos detectores: (a) UV; (b) DE
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Fonte: Préprio autor, 2015.

Os maiores valores de DPR% obtidos neste trabalho para algumas amostras analisadas,
deveu-se a grande diferenca entre os valores encontrados, tendo em vista, que o nivel de
concentracgdo trabalhada era pequena e qualquer variagdo minima nos dados, afeta a preciséo.

Aplicou-se o teste t de Student aos pares a 95% de confiabilidade nas concentracdes obtidas
para ambos detectores, como forma de validar se 0 método desenvolvido apresentava divergéncias

entre os detectores; conforme verifica-se no quadro 4, para todos os analitos o valor do teaculado
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foram menores que os valores de tcico. ESta evidéncia torna vidvel a utilizagdo do HPLC como
equipamento de separacdo e o acoplamento homemade do detector eletroquimico, como técnica

para quantificacdo e confirmacéo das substancias fenolicas em estudo.

Quadro 4 : Teste t para ambos os detectores UV e DE nas amostras analisadas

Analitos Teste t
_ tcritico 1:calculado

Acido siringico 3,18 0,35
Acido vanilico 3,18 0,54
Acido caféico 3,18 0,24
Acido sinapico 3,18 2,77
Acido p-cumarico 3,18 1,31
Acido feralico 3,18 0,89

Fonte: proprio autor, 2015.

Os valores de concentracdo dos acidos fendlicos determinados neste trabalho foram
comparados com os valores reportados por Neo,Yun-Ping et al.,2010 (tabela 6), que também

determinou tais &cidos extraidos do mesocarpo do fruto do dendezeiro.



Tabela 6: Comparacédo dos dados obtidos pelo método desenvolvido e o reportado pela literatura

Autor Lamarca, R.S. Neo,Yun-Ping et al.,2010.
Matriz Amostras de azeite de dendé (ug.g ™) Oleo extéglnddoéo(li ;n gei;)tf: arpo do
Técnica HPLC-UV DE HPLC- DAD
Analitos A B C D A B C D
Acido siringico 2,09 3,17 1,07 2,38 1,73 2,73 1,52 2,30 tragos
Acido vanilico 9,45 13,1 8,00 11,5 8,38 10,9 10,3 10,1 0,886
Acido caféico 6,70 13,6 7,20 9,57 6,52 9,10 10,6 9,02 tragos
Acido sinapico 0,92 2,34 2,60 1,70 nd nd nd 1,50 na
Acido p-cumérico 0,35 1,92 1,30 1,25 0,96 1,62 1,35 1,28 tracos
Acido ferulico 0,10 nd 0,05 nd nd 1,90 nd nd tracos

Dados: ® Resultados expressos como média de duplicata para as amostras A, B e C, e triplicata para amostra D,
® Resultados expressos como média de quatro replicatas para as amostras obtidas a partir do mesocarpo,
na = 4cidos fenolicos ndo analisados
nd = valores abaixo do limite de deteccéo
DE = detector eletroquimico

Fonte: Proprio autor, 2015.

0L
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5) Conclusdes

Neste trabalho, desenvolveu-se uma metodologia analitica por cromatografia liquida de alta
eficiéncia que permitiu a separacdo e quantificacdo dos acidos siringico, p-cumarico, vanilico,
sinapico, ferdlico e caféico com deteccdo simultanea no UV e eletroquimica no estilo homemade.

O diferencial deste trabalho consistiu no acoplamento do detector eletroquimico homemade
ao HPLC que permitiu determinar concomitantemente e em série com o MWD, espécies quimicas
com diferentes limites de deteccdo. Através da juncdo destas técnicas é possivel em uma mesma
analise determinar substancias com caracteristicas diferentes, que ndo sejam sensiveis no UV-VIS,
mas que sejam eletroativas e vice-versa. Além disso, o uso do HPLC-MWD-DE homemade permite
também a confirmacdo da analise, por exemplo, em casos de coeluicdo de substancias
desconhecidas, os analitos podem ter suas presencas confirmadas em uma mesma analise
comparando-se 0s sinais e concentragdes obtidos em ambos detectores.

A deteccdo eletroquimica homemade ofereceu uma melhor relagdo custo-beneficio,
principalmente quando comparado aos sistemas comerciais e ao préprio MWD. Na DE ha a
possibilidade de troca dos eletrodos conforme necessidade, uma vez que o acoplamento é realizado
de forma manual, utilizando materiais de baixo custo e de facil aquisicao.

A avaliagdo do método empregando a padronizacdo interna em ambos detectores foram
realizadas; estudos no intervalo de linearidade da curva de 3 a 20 mg.L™ para cada acido fendlico de
forma individual foram avaliados, onde comparou-se 0s coeficientes de Pearson e fatores de
resposta lineares, limites de deteccdo e quantificacdo, repetitividade, recuperacdo de ensaio com
amostras fortificadas e brancos fortificados e recuperacdo do padrdo surrogate.

Uso do acido m-cumarico, como padrdo surrogate, e do &cido o-cumarico, como padrdo
interno, foi estudado. Estes se mostraram eficientes e extremamente importantes no calculo e
monitoramento das variagdes do processo.

Para o tratamento da amostra foram avaliadas as condigdes com e sem irradiacdo de
ultrassom durante a etapa que envolveu a hidrélise acida dos analitos em amostras de azeite de
dendé. O meio extrator influenciou desta forma, no rendimento da extracdo desta classe de
substancias e no processo de oxidacao e degradacdo deles, sendo a hidrélise com solucéo aquosa de
acido cloridrico em pH 2, sem ultrassom o méetodo mais eficaz para os acidos mais instaveis, no

presente caso, acidos sinapico e caféico.
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As concentragdes dos acidos fenolicos nas amostras de azeite de dendé de fabricagdo
artesanal, variaram de 0,12 a 10,3 mg.L™" (deteccdo UV) e de 1,0 a 11,0 mg.L™" (DE). J4 as
concentracdes obtidas nas amostras de azeite de dendé industrializadas variaram de 0,21 a 14,7
mg.L ™ (deteccdo UV) e de 3,0 a 11,9 mg.L™* (DE). Os baixos valores obtidos dessas substancias na
matriz analisadas relaciona-se a rapida oxidacdo destes antioxidantes em exposi¢des adversas.

O sistema de acoplamento do método HPLC-UV-DE mostrou-se promissor para
determinacdo dos &cidos fenodlicos nestas e em outras matrizes complexas, tendo em vista a

similaridade entre os resultados obtidos pelos detectores.
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