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RESUMO

O desempenho dos bovinos em regime de pastejo pode ser melhorado com o
aumento da digestibilidade da forrageira. Os acidos p-cumarico e ferulico estao
associados aos componentes da parede celular através de ligagbes éster ou
éter, podendo influenciar negativamente na digestibilidade das forrageiras. O
presente trabalho propde uma metodologia de extracdo com ultra-som e
separacao por HPLC dos acidos ferulico, p-cumarico, m-cumarico, o-cumarico,
cafeico e acido chiquimico, e a quantificacao dos acidos ferulico e p-cumarico
éster ligados em forrageiras tropicais. A metodologia de analise foi
desenvolvida em um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia com deteccao
absorciométrica no UV e coluna de fase reversa C-18. Composi¢cédo e pH da
fase movel, programacdo dos comprimentos de onda de deteccao foram
parametros estudados na otimizagdo do método. No estudo da composi¢ao da
fase movel, foram testados diferentes solventes organicos e solugées aquosas
em diferentes valores de pH, onde a melhor condi¢cdo foi obtida com eluicdo
isocratica usando como fase movel acetonitrila/metanol/solugédo aquosa HzPO4
pH 2,05 (13:12,5:74,5). A fim de se diminuir o tempo do processo de tratamento
das amostras, foi estudada a extragao empregando o ultra-som, que se mostrou
um processo mais rapido e reprodutivel se comparado com a extragdo em banho
ultratermostatico. Foi feita a avaliacdo do método aplicando padronizacao
externa e padronizacdo interna. A padronizacdo interna usando o acido m-
cumarico como padrao surrogate e o acido o-cumarico como padrao interno,
produziu bons resultados, dentre eles limites de deteccado de 0,09 e 0,04 mg/L
para os acidos p-cumarico e ferulico, respectivamente, e valores de
recuperacao que variaram de 83 a 99 %. Sendo assim, a metodologia
implementada foi aplicada a andlise de 43 amostras de forrageiras, fornecidas
pela Embrapa Gado de Leite, de quatro espécies: Cynodon nlemfuenses cv.
Florona, Cynodon dactylon cv. Florakirk, Panicum maximum cv. Mombaca e
Brachiaria brizantha cv. Marandu. Foram analisadas as fracées caule e folha,
cujas faixas de valores encontrados foram de 3,63 a 9,04 mg/g peso seco para
o acido p-cumarico e 3,35 a 7,69 mg/g peso seco para o acido ferulico.
Palavras-chave: Forrageiras. Acidos fendlicos. Ultra-som. HPLC.



ABSTRACT

Livestock performance can be improved by increasing the digestibility of forage.
The p-coumaric acid and ferulic acid are associated with the components of the
cell wall by linking ester or ether, which can negatively influence the digestibility
of forage. This paper proposes a method for ultrasound based extraction and
separation by HPLC for ferulic acid, p-coumaric acid, m-coumaric acid, o-
coumaric acid, caffeic acid and shikimic acid, and quantification of ferulic acid
and p-coumaric acid ester linked to cell wall in samples of tropical forages. The
method of analysis was optimized in a high performance liquid chromatography
with UV-VIS detector MWD and a reverse-phase column C-18. Composition
and pH of the mobile phase and wavelengths of detection were parameters
studied in the optimization of the method. In the study of the composition of
mobile phase were tested various organic solvents and aqueous solutions at
different pH values, where the best condition was obtained with isocratic elution
using as mobile phase acetonitrile / methanol /HsPO4 pH 2.05 (13:12 , 5:74,5).
In order to reduce the time in the processing of samples, the extraction was
studied using the ultrasound, where it proved to be a more rapid and
reproducible compared to the bath with programmed temperature. Was the
assessment of method applying external calibration and internal calibration. As
the internal calibration using the o-coumaric acid as internal standard and the
m-coumaric acid as surrogate standard showed good results, including
detection limits of 0.09 and 0.04 mg / L for p-coumaric acid and ferulic acid,
respectively, and the recovery values ranging from 83 to 99%, we chose to
quantify the samples using this method. Thus, the optimized methodology was
applied to 43 samples of forage (supplied by Embrapa Gado de Leite) of four
species: Cynodon nlemfuensis cv. Florona, Cynodon dactylon cv. Florakirk,
Panicum maximum cv. Mombaga and Brachiaria brizantha cv. Marandu. We
analyzed stem and leaves of these samples, the range of values found was
from 3.63 to 9.04 mg / g dry weight for the p-coumaric acid and 3.35 to 7.69 mg
/ g dry weight to ferulic acid.

KEYWORDS: Forage. Phenolic acids. Ultrasound. HPLC.
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1 INTRODUCAO

Do ponto de vista qualitativo, algumas caracteristicas quimico-
bromatoldgicas inerentes as forrageiras tropicais, tais como as elevadas
concentragOes de lignina e de parede celular, comprometem o valor nutritivo da
forragem e também contribuem para o baixo desempenho dos bovinos em
regime de pastejo. Para uma melhor caracterizacdo das forrageiras, sdo
necessarias avaliacbes que permitam conhecimento detalhado da composicao
quimica de plantas forrageiras.

A parede celular das forrageiras € composta principalmente por celulose,
mas pode estar impregnada com lignina. Segundo Boudet (2000), de uma
maneira geral, nas plantas a lignina € o segundo componente em abundancia
depois da celulose e contém cerca de 30% do carbono organico na biomassa
vegetal. Estudos mostram que a lignina é o principal fator limitante na
degradacéo da parede celular pelo rumem, devido ao fato de estar associada
aos carboidratos estruturais, como por exemplo celulose e hemicelulose, da
parede celular [2, 3].

A lignina é um polimero formado por trés alcoois, p-coumaril, coniferil e
sinapil, que se interligam numa malha complexa, resistente a hidrélise acida e
alcalina e a véarios complexos enzimaticos, inclusive as enzimas microbianas e
tissulares do trato gastrintestinal dos animais superiores. A medida que as
plantas forrageiras amadurecem, maior € a concentracao da lignina, bem como
maior é seu efeito deletério sobre a utilizacao da parede celular por parte do
rumen [4]. A lignina tem como fungdes fortalecer a parede celular e facilitar o
transporte de agua, além disso, ela impede a degradacao dos polissacarideos
da parede celular, deste modo, atua como a principal linha de defesa contra
doengas, insetos e outros herbivoros [5].

A lignificagdo € um processo bioquimico que abrange a biossintese dos
alcoois p-coumaril, coniferil e sinapil, seu transporte e a polimerizacdo na
parede celular. A FIGURA 1.1 representa o esquema, adaptado de Soest
(1994) por Santana et al. [6], de formacdo destes alcoois precursores da
lignina.
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FIGURA 1.1: Esquema de formacdo dos 4alcoois precursores da lignina
adaptado de Soest (1994) por Santana et al. (2006).

A definicdo de lignina pode variar de acordo com o enfoque do trabalho,
devido a grande variedade de maneiras de tratamento para seu isolamento.
Alguns autores trabalham com os conceitos de lignina “core” e lignina “non
core”. A lignina “core”, também conhecida como lignina Klason ou lignina em
detergente acido, refere-se ao polimero de fenilpropandide depositado na
parede celular pela polimerizagao dos alcoois precursores coniferil, sinapil e p-
coumaril, e é determinada rotineiramente nas andlises laboratoriais através do
método da lignina insoluvel em acido sulfurico 72% [4].

A lignina “non core” consiste de compostos fendlicos de baixo peso
molecular, liberados da parede celular por hidrélise, e estd representada por
acidos p-hidroxicindmico éster-ligados, dentre eles os &acidos p-cumarico e
ferdlico (e seus dimeros) [7].

Alguns estudos sugerem a existéncia de alguma correlacdo negativa

entre esses dois tipos de lignina e o teor de fibras e digestibilidade [2, 3, 8-15].
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1.1 ACIDOS FENOLICOS

De uma maneira geral, os acidos fendlicos sao fendis que possuem uma

funcdo acido carboxilico. No entanto quando se referem aos metabdlitos de

plantas, representam um grupo definido de &cidos organicos de ocorréncia

natural.

Dentro dessa classe estdo os acidos hidroxicinAmicos (Xa) e

hidroxibenzoico (Xb), que apresentam o mesmo esqueleto, variando o numero

e a posicao do grupo hidroxila, e ainda inclui alguns aldeidos analogos (Xc),

como por exemplo a vanilina. Na TABELA 1.1 sdo mostrados alguns acidos

fendlicos de ocorréncia natural e suas respectivas estruturas [16].

TABELA 1.1: Acidos fendlicos de ocorréncia natural (adaptada de Robbins,

2003).
Estrutura base | Substituinte na posicao X
H o) o o
Rs X
Xa=y~—=" "OH  Xb= EJ\OH Xc = HH)LH
Ry R,
R;
Grupos substituintes Nome do composto
R, R; R, R; X
H H H H a | Acido cindmico
-OH H H H a | Acido o-cumarico
H H -OH H a | Acido p-cumarico
H -OH H H a | Acido m-cumarico
H -OCH3z | -OH H a | Acido ferulico
H -OCH3z | -OH -OCH;s | a | Acido sinapico
H -OH -OH H a | Acido cafeico
H H H H b | Acido benzbico
-OH H H H b | Acido salicilico
H H -OH H b | Acido p-hidroxibenzéico
H -OCH3 | -OH H b | Acido vanilico
H -OCH3 | -OH -OCH;s | b | Acido siringico
-OH H H -OH b | Acido gentisico
-OH -OH -OH -OH b | Acido galico
H -OCHs | -OCH3 | H b | Acido veratrico
H -OCH;s | -OH -OCHs | ¢ | Siringaldeido
H -OCH3 | -OH H ¢ | Vanilina
Os &cidos fendlicos podem apresentar varias atividades biologicas,

dentre elas antioxidante, antiinflamatéria , anticarcinogénica, antibacteriana e

fungicida [17-21]. Eles acumulam-se em varias partes da planta e néo
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apresentam uma distribuicdo homogénea nos tecidos vegetais. A maior parte
encontra-se associada a componentes estruturais, outros na forma de
flavondides e uma minoria como &cidos livres [16,22]. Além disto, os estagios
de maturagéo das plantas influenciam na concentragéo destes &cidos.

Quanto a associagdo aos componentes estruturais, eles podem estar
ligados a lignina “core”, aos polissacarideos ou a ambos simultaneamente
[9,23].

A FIGURA 1.2 mostra a estrutura dos &cidos fendlicos estudados no
presente trabalho, sendo os acidos p-cumarico e ferulico os principais acidos
fendlicos presentes em plantas, onde estes estdo associados aos componentes
da parede celular através de ligagdes éster ou éter. O &cido p-cumarico, em
sua grande maioria esta associado a lignina “core”. O &cido ferulico pode
formar uma ligacdo cruzada entre a lignina “core” e a hemicelulose,
encontrando-se éter-ligado a lignina e éster-ligado a hemicelulose [9,23,4].
Essa ligagéo, de acordo com Sun et al. [23] tem influencia sobre o crescimento

da parede celular, suas propriedades mecanicas e biodegradabilidade.

CH,0

HO CH=CH-COOH HO@CH=CH-COOH
Acido fertlico Acido p-cumarico

HO

CH=CH-COOH
HO CH=CH-COOH
HO
Acido cafeico Acido m-cumarico
CH=CH-COQOH

HO
Acido o-cumarico
FIGURA 1.2: Estruturas dos acidos fendlicos estudados.
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1.2 LIGNINA E DIGESTIBILIDADE

As primeiras observagdes de correlagdo negativa entre o conteudo de
lignina e a digestibilidade das forrageiras foram realizadas no inicio do século
XX [25]. A partir de entdo, os estudos se concentraram, principalmente, no
efeito da lignina “core” sobre a digestibilidade de forrageiras. A partir da década
de 70, iniciaram-se os trabalhos com a lignina “non-core” e sua influéncia na
digestibilidade [8].

Embora as gramineas apresentem menores teores de lignina “core” que
as leguminosas, as correlagbes negativas entre a lignina e a digestibilidade séo
mais significativas em gramineas. A explicacdo pode estar na maior
concentracdo de hemicelulose encontrada em gramineas. Como a lignina se
liga covalentemente a hemicelulose, seu efeito seria mais prejudicial para a
digestibilidade das gramineas que das leguminosas [4]. Outra possibilidade
reside nas diferengas em composicdo monomérica da lignina entre gramineas
e leguminosas.

Jung [9] sugeriu que ndo somente a quantidade, mas também a
composicao da lignina “core” pode influenciar na digestibilidade da fibra.
Apesar desta sugestdo, Grabber et al. [26] demonstraram que ligninas com
diferentes proporgdes das unidades guaiacil, siringil e p-hidroxifenil influenciam
a digestibilidade da parede celular de maneira semelhante, sugerindo que a
composicdo da lignina nao altera significativamente as interacées entre a
lignina e outros componentes da parede celular.

Os acidos fendlicos (lignina “non core”) presentes na parede celular das
forrageiras mereceram maior atengao por parte dos pesquisadores a partir dos
estudos de Hartley [8], que demonstrou que dos acidos presentes, a
concentragdo de &cido p-cumarico é a que apresenta maior efeito negativo
sobre a digestibilidade das forrageiras.

O mesmo foi verificado por Komprda et al. [10], que quantificou os
acidos ferulico e p-cumarico em diferentes estagios vegetativos da Medicago
sativa. Os autores encontraram correlagdées negativas entre a concentracao de
acido p-cumarico ligado a parede celular e o teor de fibras de detergente neutro

(FDN) e de detergente acido (FDA), mas para o acido ferulico as correlagdes
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nao foram significativas. Por outro lado, Casler & Jung [15] encontraram uma
correlagdo negativa entre a concentragdo de acido ferulico e a digestibilidade
em gramineas.

A influencia da natureza e a concentracdo dos acidos fendlicos, na
digestdo da parede celular vegetal por ruminantes também foi demonstrada por
Brito et al. [13]. Neste estudo, a concentracdo e propor¢cdo de acidos p-
cumarico e ferulico sugerem diferenca de digestibilidade e ao tipo de
condensacdo da lignina presente nos tecidos vegetais. Tais compostos

apresentaram maior relagdo com digestibilidade da matéria seca.
1.3 DESCRICAO DAS ESPECIES SELECIONADAS PARA ESTUDOS

Os sistemas de pastejo para producdo de leite baseiam-se
principalmente na utilizagcdo de gramineas forrageiras tropicais, as quais
possuem elevados potenciais produtivos e bons valores nutritivos. O capim-
elefante (Pennisetum purpureum Schum), juntamente com gramineas dos
géneros Brachiaria, Cynodon e Panicum, tém sido as forrageiras mais
utilizadas nestes sistemas [27-32].

O interesse dos pecuaristas pelo género Cynodon vem aumentando
ultimamente para compor sistemas de pastejo rotacionado. As gramineas
pertencentes a este género possuem algumas caracteristicas forrageiras
desejaveis como boa cobertura do solo, crescimento rapido, elevada producao
de matéria seca por area, adaptacdo ao clima tropical, favoravel relacao
folha/caule e alto valor nutritivo. As cultivares da espécie Cynodon dactylon ou
grama bermuda mais conhecidas sao: Coast-cross 1, Tifton 78, Florakirk e
Tifton 85. Entre as cultivares da espécie Cynodon nlemfuenses ou grama
estrela mais conhecidas destacam-se: Florico, Florona e Africana. A grama
estrela e as gramas bermudas desenvolvem melhor durante a estagéo quente,
enquanto que a Florico, Florona e Tifton-85, continuam a desenvolver em dias
curtos e frios, desde que tenham condigdes adequadas de fertilidade e
umidade [33].

A espécie Panicum maximum tem sido utilizada ha muito tempo no
Brasil, especialmente em locais com solos de boa fertilidade. Espécie de alto

potencial de producédo, boa adaptacdo a uma grande faixa de climas, conta
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com varias cultivares, dentre elas o Colonido, Tobiata, Tanzania, Vencedor,
Mombaca e Centenario, sendo que muitas ainda ndo sao suficientemente
conhecidas em sua fisiologia [30].

Dentre as forrageiras cultivadas, as gramineas do género Brachiaria sao
as mais usadas no Brasil e sdo largamente utilizadas em pastagens na
América Tropical. Informacgdes citadas por Macedo (1995) indicam que cerca
de 40 milhées de hectares (85% da area dos cerrados com pastagem) sao
cobertas por pastagens de Brachiaria formando extensos monocultivos,
especialmente no Brasil Central e Amazénia. E uma forrageira que requer, em
média, precipitagdo anual de 1000 mm e solos bem drenados, possuindo boa
adaptabilidade em solos de baixa fertilidade natural, tolerando a acidez do solo
[35].

1.4 TECNICAS EMPREGADAS NA DETERMINACAO DOS ACIDOS
FENOLICOS

Um método bastante empregado na quantificagdo total de &cidos
fendlicos é o método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu. Neste método, o
reagente Folin-Ciocalteu € adicionado em meio basico, formando um complexo
azul, cuja absorbancia é medida em 760nm e a concentracdo total € dada em
funcdo do acido galico. Porém, através deste método nado é possivel a
identificacao individual dos acidos presentes na amostra [16,19].

Na identificacdo e quantificagcdo destes &cidos em diferentes matrizes
sdo empregadas técnicas como eletroforese capilar (CE) com deteccao
eletroquimica [36] e deteccao fotométrica no UV [37-39]; biossensores [40],
cromatografia a gas com espectrObmetro de massa (GC-MS)
[14,17,19,24,41,42]; cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC) com
detecgdo UV [43] e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com
detectores MS [18,44,45], UV-Vis [11,12,20,42,43,46-55] e eletroquimico
[48,56]. Onde GC e HPLC sé&o as técnicas mais difundidas.

A vantagem da analise destes compostos por HPLC em relagdo a
cromatografia a gas é que no primeiro ndo ha a necessidade de derivacao

quimica dos analitos [45,57]. Porém o emprego de detectores com
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espectrometros de massa melhora a identificacdo dos componentes presentes
nas amostras.

Poucos trabalhos sdo encontrados na literatura aplicando HPLC na
quantificacdo de acidos fendlicos em forrageiras. Jung & Shalita-Jones [46]
quantificaram por HPLC os acidos ferulico e p-cumarico em trés amostras de
forrageiras (Medicago sativa, Bromus inermis e Panicum uirgatum) a fim de
avaliar diferentes condigdes de extracdo. Jung [12] aplicou a mesma
metodologia de separacao para quantificar os acidos ferulico e p-cumarico éter
e éster-ligados em amostras de milho (Zea mays |.)

Casler & Jung [15] aplicaram a metodologia de separagéo proposta por
Jung & Shalita-Jones [46] para quantificar os acidos ferulico e p-cumarico em
amostras de Bromus inermis Leyss, Dactylis glomerata L. e Phalaris
arundinacea L., com o objetivo de determinar correlagdes entre lignina Klason,
acidos fendlicos e fibra de detergente neutro e ainda verificar sua influencia na
digestibilidade dessas trés espécies de forrageiras.

Também com o intuito de verificar correlacdes entre concentragdes dos
acidos fenodlicos e componentes quimico-bromatolégicos de seis espécies de
forrageiras cultivadas em Portugal (Festuca rubra L., Holcus mollis L, Holcus
lanatus L., Agrostis setacea Curtis, Lolium perenne L. e Bromus inermis Leyss),
Rodrigues e colaboradores [55] aplicou a separacao por HPLC com eluicao por
gradiente para determinar as concentragcoes dos &cidos ferulico e p-cumarico.

Ja Komprda et al. [10], utilizando da mesma técnica, quantificou os
acidos ferulico e p-cumarico em amostras de Medicago sativa, L. em diferentes
estagios de maturagcdo e no liquido ruminal em diferentes tempos de
incubacao.

No Brasil, Deschamps & Ramos [11] e Brito et al. [13] quantificaram por
HPLC os &cidos ferdlico e p-cumarico em amostras cultivadas no estado de
Santa Catarina. Deschamps & Ramos [11] otimizaram uma metodologia de
separagao para sete acidos fendlicos e a aplicou em amostras de bagacgo de
cana, de capim-elefante cv. Empasc-307-Testo (acesso |J-7136) e de
mandioca cv. Pernambucana. Brito et al. [13], através da mesma metodologia
analitica quantificou os mesmos acidos em amostras de Brachiaria brizantha e

Brachiaria humidicola.
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1.5 METODOS DE EXTRACAO DOS ACIDOS FENOLICOS

Certas amostras requerem algum tipo de tratamento para eliminar
possiveis interferentes ou no caso de plantas, para liberar os acidos que
possam estar ligados a algum componente da parede celular. Dentre os
métodos de extracdo estdo a extracdo com solventes orgéanicos, hidrolise
alcalina e hidrélise acida, onde esta ultima libera somente parte dos compostos
ligados a parede celular [10]. Na TABELA 1.2 sdo mostrados exemplos de
tratamento dado a alguns tipos de matrizes para a quantificacdo dos &cidos
fendlicos por HPLC.

TABELA 1.2: Tratamento dado a diferentes amostras para quantificagdo de
acidos fendlicos por HPLC.

MATRIZ Tratamento dado a amostra Referéncia
Vegetais Hidrodlise acida [45]
. Extragdo com metanol/agua
Cereais [53]
(50:50)
. Hidrélise alcalina
Cereais [283]

(Extracado severa e branda)
Hidrdlise alcalina

12
) (Extracado severa e branda) 1]
Forrageiras ]
Hidrdlise alcalina (1]
(Extragao branda)
Vinho Filtro de membrana PTFE 0,20um [50]
Azeite de Oliva Extragdo com metanol/agua (80:20) [49]

A hidrdlise alcalina é o principal tipo de extracao aplicado a amostras de
forrageira na quantificacdo de acidos fendlicos. Essa extracdo permite
quantificar os acidos fendlicos totais, os éster ligados e os éter ligados
separadamente, devido ao fato de se poder realizar dois tipos de hidrélise, que
sao os seguintes [11,23]:

x Extracdo branda: a amostra é tratada com uma solugdo de NaOH

1M, a 20°C por 24 h, que quebra somente as ligacoes éster.
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x Extracdo severa: a amostra é tratada com uma solucdo de NaOH

4 M a 170°C por 2 h, que quebra tanto as ligacées éster quanto as ligacoes
éter.

Sendo assim, a extracdo severa permite a quantificacdo dos acidos
fendlicos totais, e a diferenca entre a concentragao de acidos fendlicos totais e
a concentragao de acidos fendlicos éster ligados, fornece a concentragao de
acidos fendlicos éter ligados.

1.5.1 APLICAGAO DO ULTRA-SOM NA EXTRAGAO DE AMOSTRAS

A irradiacdao de ultra-som em solugdes aquosas induz o fendmeno de
cavitacdo acustica no meio liquido, que se trata da formacgao, crescimento e
implosdo de bolhas de gas. A energia liberada durante a cavitacdo acustica
fornece excelentes perspectivas para o preparo e tratamento de amostras e
para descontaminacao de efluentes, devido as modificagdes fisicas e quimicas
resultantes deste processo, o que tem impulsionado novas estratégias de
preparo de amostras. Em sistemas heterogéneos, o tratamento € favorecido
devido a fenbmenos de emulsdo nas interfaces de sistemas liquido-liquido,
lixiviagdo na superficie em sistemas sélido-liquido, eros&o, fragmentacéo e
aumento da &rea superficial de particulas so6lidas em decorréncia das ondas de
choque originadas da implosdo das micro-bolhas, e a diminuigdo do gradiente
de concentragdo pelo aumento do transporte de massas ocasionado pela
turbuléncia e micro-jatos [58-60].

Recentemente, tem-se aplicado o ultra-som como uma alternativa de
métodos tradicionais de extracdo, devido a simplicidade de operacao,
diminuicdo no tempo de extragéo, condi¢des mais seguras para o analista, uma
vez que os métodos possibilitam a operacdo a pressdo e temperatura
ambientes, além da reducdo do uso de acidos e oxidantes, o que também
minimiza as perdas de elementos volateis e gera menos residuos a serem
descartados [60-62].

Ha um grande numero de estudos aplicando o banho ultrassénico no
tratamento de amostras de solos e sedimentos [63-67], biolégicas [68-70],

alimenticias [71-73] e de 6leos derivados de petréleo [74, 75]. Porém, no que
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diz respeito a amostras de forrageiras, nenhum trabalho foi encontrado na

literatura aplicando esse tipo de extracdo na quantificacdo de acidos fendlicos.

1.6 OBJETIVOS

Otimizagdo e aplicagdo da metodologia analitica por HPLC para
determinagao dos acidos fendlicos precursores da lignina, acido ferulico e acido
p-cumarico e isébmeros, em amostras de forrageiras tropicais utilizadas na

alimentagéo de ruminantes.

1.6.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Otimizacao dos parametros de separacao e determinacao simultanea
dos acidos fendlicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao
no UV.

2. Otimizacao das etapas de tratamento e extracdo das amostras de
forrageiras aplicando banho ultratermostatico.

3. Desenvolvimento de uma metodologia para extracao dos &acidos p-
cumarico e ferulico em amostras de forrageiras por tratamento alcalino brando
e banho ultrassénico.

4. Comparacao dos métodos de extragdo por banho ultratermostatico e
ultra-som.

5. Avaliacdo da aplicagdo dos acidos m-cumarico e o-cumarico como
padrao interno e padrao surrogate.

6. Aplicagdo da metodologia proposta para quantificagdo dos acidos p-
cumarico e ferdlico em quatro espécies de forrageiras (folha e caule).
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2 MATERIAL E METODO

2.1 REAGENTES

Nas andlises e no preparo dos padrdes e amostras foram utilizados
reagentes (&cido fosférico 85%, acido acético glacial e fosfato monobasico de
potéssio) e solventes grau HPLC (Tedia Company Inc., USA). Os padrdes de
acido ferulico, cafeico, chiquimico, p-cumarico, o-cumarico e m-cumarico foram
adquiridos da Sigma-Aldrich. Demais reagentes (fosfato monobasico de sodio,
acetato de sddio, hidroxido de sédio, acido cloridrico) foram adquiridos da
Vetec. No preparo de solugdes foi utilizada agua destilada e deionizada
produzida em um ultrapurificador (Milli-Q — Quantum Ex).

2.2 OTIMIZAGAO DA ANALISE POR HPLC

A metodologia de analise foi desenvolvida em um cromatégrafo liquido
de alta eficiéncia (HPLC Agilent 1100 Series), equipado com o software Agilent
Chemistation LC Systems, empregando uma coluna de fase reversa C18
ZORBAX ODS (4,6 mm x 150,0 mm, 5 uym), coluna de guarda ZORBAX ODS
(4,6 mm x 12,5 mm, 5 ym), injetor manual com alga de amostragem de 20 pL e
detector fotométrico na regido do UV-VIS de mdltiplos comprimentos de ondas
(MWD).

A identificacdo dos compostos foi baseada nos respectivos tempos de
retencao obtidos para injecao de padrdes externos dos acidos estudados, bem

como a comparacgao dos sinais obtidos em diferentes comprimentos de onda.
2.2.1 ESTUDO DA COMPOSICAO DA FASE MOVEL

Os estudos foram baseados nos trabalhos descritos por: Komprda et al.
[10]; Deschamps & Ramos [11]; Jung [12]; Sun et. al. [23].

27



Durante o desenvolvimento da metodologia, foram avaliados alguns
parametros cromatograficos, dentre eles: tempo de retencédo (tr), fator de
simetria’, resolucao, sensibilidade e tempo de analise.

Os testes iniciais envolveram a otimizacdo da separacdao dos acidos
chiquimico (CHI), cafeico (CAF), p-cumérico (p-CUM) e ferulico (FER)
empregando uma fase mével (FM) composta por um ou mais solventes
organicos e por uma solugéo de 4cido ou tamp&o. Para tanto, foram testados
diferentes solventes organicos (metanol, acetonitrila, tetraidrofurano) e
solugdes de &cidos e solugdes tampao em diferentes valores de pH (solu¢des
de acido fosférico, acido acético, tampao acetato e tampao fosfato).

2.2.1.1 ESTUDO DO pH DA FASE MOVEL

A fim de se definir o pH da fase mével (FM), testou-se as seguintes
solucdes e valores de pH:

x solugdes de acido fosférico pH=2,05 e 2,20.
x solucao de acido acético pH=3,00.

x tampéao fosfato pH=2,05; 2,15; 2,50 e 3,00.
x tampao acetato pH=3,50; 4,00 e 4,55.

Para cada valor de pH foram testadas condicbes de separacao por
eluicdo isocratica e por gradiente com cada um dos solventes organicos:
metanol, acetonitrila e tetraidrofurano. Assim, para cada sistema, realizou-se
um gradiente exploratério, e a partir deste foram selecionadas as condi¢oes

iniciais para a otimizagdo da separagao isocratica.

2.2.1.2 ESTUDO DA PROPORGCAO DO SOLVENTE NA COMPOSICAO DA
FASE MOVEL

Para definir a propor¢do do solvente na fase movel foi aplicado o

diagrama triangular para a separacao dos acidos. Esse método € geralmente

' O fator de simetria dos picos calculado conforme (AGILENT, 2001) e leva em consideragéo a
altura do pico, a altura dos pontos de inflexdo e 4 valores de areas parciais dois antes e dois
apds o apice do pico. Este célculo envolve diversas expressbes e foi obtido pelo software
Agilent Chemistation usado para aquisicdo dos dados durante as analises.
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aplicado na otimizacédo da separacado de compostos utilizando uma fase mével
composta por solugdo aquosa de acido e dois ou trés solventes organicos. O
desenvolvimento desse diagrama envolveu as seguintes etapas [77]:

1. Otimizagao da separacao utilizando a FM composta por acetonitrila e

solucdo aquosa de acido fosforico pH=2,05.

2. Otimizacao da separacao utilizando a FM composta por metanol e

solucdo aquosa de acido fosforico pH=2,05.

3. Otimizacdo da separagdo utilizando a FM composta por

tetraidrofurano e solugéo aquosa de &cido fosférico pH=2,05.

4. A otimizacdo da separacdo com uma mistura de dois dos trés

solventes numa proporgéo de 1:1.

5. A separagdo com uma mistura 1:1:1 dos trés solventes.

Ap6s definir a melhor condicdo de separagao para os acidos chiquimico,
cafeico, p-cumarico e ferulico, foram incluidos os acidos m-cumarico e o-
cumarico, ajustando a proporcao da fase movel para se obter a separacao
destes seis acidos.

Otimizada a condi¢do de separacao, partiu-se para a programacao do
detector de multiplos comprimentos de onda na regiao do UV, dessa forma foi
possivel obter melhoria da sensibilidade de deteccdo dos compostos
estudados, sendo um método mais eficiente que a leitura em apenas um Unico

comprimento de onda.

2.2.2 ESTUDO DA ESTABILIDADE DAS SOLUGOES PADRAO

Foram preparadas solu¢des estoque 1000,0 mg/L de cada padrdo de
&cido em metanol e estocadas a 4°C. No dia da analise, partindo das solugdes
estoque, preparou-se uma solugéo intermediaria contendo os seis acidos na
concentracao de 100,0 mg/L e, a partir desta, preparou-se as solugdes trabalho
nas concentracoes desejadas para a analise no HPLC.

A fim de se saber por quanto tempo as solugdes poderiam ser estocadas
a 4°C e qual o solvente mais apropriado para a diluicio das solugbes estoque,
intermediéaria e de trabalho, foi realizado um estudo da estabilidade dos analitos

nestas solugoes.
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Desta forma, foram preparadas as solugcbes estoques 1000,0 mg/L de
cada padrao de acido em metanol (MeOH) e acetonitrila (ACN), e a partir
destas, preparou-se as solugcdes conforme mostrado no esquema da FIGURA

2.1, onde MIX 6 é uma solucao padrao mistura composta pelos seis acidos.

Solugao estoque
1000,0 mg/L em MeOH

Solugéo estoque
1000,0 mg/L em ACN

v

v

v

v

Solugéo intermediaria || Solugao intermediaria Solugéo intermediaria |} Solugdo intermediaria
100,0 mg/L em 100,0 mg/L 100,0 mg/L 100,0 mg/L
MeOH em FM* em ACN em FM*
l 1 v 1 l v
MIX 6 MIX 6 MIX 6 MIX 6 MIX 6 MIX 6
6,0 mg/L 6,0 mg/L 6,0 mg/L 6,0 mg/L 6,0 mg/L 6,0 mg/L
em FM* em MeOH em FM* em FM* em ACN em FM*
A B C D E F

FIGURA 2.1: Esquema do preparo das solugdes trabalho para o teste de
estabilidade das solugdes padréo.
*FM: ACN / MeOH / solugao H3PO,4 pH=2,05 (13:12,5:74,5).

As solugdes A, B, C, D, E e F foram preparadas e injetadas no HPLC no
dia do preparo e em seguida foram estocadas com as solucbes estoques a
4°C. Novas solugdes C e F foram preparadas a partir das solugbes estoques
armazenadas por 1, 7 e 17 dias, respectivamente. Essas solugdes foram
analisadas no HPLC no dia do preparo, juntamente com as solugées C e F
preparadas no primeiro dia.

2.3 ESTUDO DA EXTRAGAO DA AMOSTRA

Nesta etapa foram estudadas duas técnicas para extracdo das amostras:
ultra-som e banho ultratermostatico. O procedimento adotado foi selecionado
com base no tempo de andlise e eficiéncia da extragdo obtida através da
recuperacao de amostras fortificadas pelas duas técnicas e que serd abordado
no item 2.4.1.5.
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BANHO ULTRATERMOSTATICO

O principal método de extracdo aplicado na quantificacdo dos acidos
fendlicos éster ligados a parede celular é a extracdo branda. A metodologia
empregada para extragdo das amostras por esta técnica (FIGURA 2.2) foi
baseada nos procedimentos descritos por Deschamps & Ramos [11]. A
amostra Mombaca folha (25,0 mg) foi tratada com uma solucdo de NaOH 1M, a

20°C por 24 h em banho ultratermostatico Cientec, modelo CT282.

BANHO ULTRASSONICO

A fim de se propor um meétodo alternativo e mais rapido de extragéo, foi
realizado um estudo para extracdo em ultra-som, substituindo o banho (20°C
por 24 h). Neste estudo foi utilizado um banho ultrassénico Unique, modelo
USC2850, com dois cristais piezelétricos, operando a freqiéncia de 25 kHz e
poténcia de 120 W. As amostras foram posicionadas acima dos cristais
piezelétricos e em seguida foi colocada agua suficiente para cobrir 2/3 dos
tubos, de forma que o volume de amostra dentro destes ficasse submerso.

Desta forma a amostra Mombaca folha (25,0 mg) foi extraida a
temperatura ambiente com uma solugédo de NaOH 1M em diferentes tempos de
sonicacao: 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270 e 300 min. Este estudo
foi realizado em triplicata e os resultados obtidos foram comparados com os da
extracdo usual, estabelecendo-se o tempo ideal para a sonicacao das amostras
(FIGURA 2.2).
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25,0 mg AMOSTRA

14— NaOH 1 M

*Banho ultratermostatico
T = 20°C por 24 h

'

Filtro de fibra de vidro

A\ 4

REsiDUO
SOLIDO

Sz

DESCARTE

\ 4

SOLUCAO

Ajuste de pH=2,50 com HCI

Baldo volumétrico 10,0 mL

T = 4°C, 24h

!

CENTRIFUGA
4000 rpm, 15 min

v

A

y

RESIDUO

250.0 uL SOBRENADANTE

* Na metodologia proposta
0 banho a 20° C por 24 h foi
substituido pelo ultra-som

A

y

Diluigdo em fase movel
Baldo volumétrico 1,0 mL

\

y

Filtro membrana PTFE 0,45um

!

HPLC

FIGURA 2.2: Esquema de representacdo da extragdo branda em banho
ultratermostatico dos &cidos fendlicos.
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2.4 AVALIACAO DO METODO

Para a quantificacdo das amostras foram avaliados o método da

padronizagao externa e a padronizagao interna.
2.4.1 PADRONIZACAO EXTERNA

A avaliagdo do método otimizado foi feita através da analise de alguns
parametros, dentre eles: resposta linear; limite de deteccdo; limite de
quantificacdo; repetitividade; seletividade e exatidao (recuperagédo) do método.

Todos os estudos foram realizados com analise em réplica e branco da analise.
2.4.1.1 ESTUDO DA RESPOSTA LINEAR DO METODO

A resposta linear corresponde a capacidade do método em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentragao da substancia em exame,
dentro de uma determinada faixa de aplicagao [78].

De acordo com Ribani et al. [78], um coeficiente de Pearson (r) maior
que 0,999 é considerado somente como uma evidéncia de um ajuste ideal dos
dados para a linha de regressao. Desta forma, a resposta linear do método foi
verificada também através dos graficos de fator de resposta em funcédo da
concentracdo dos analitos [78,79]. A faixa de resposta linear estudada variou
entre 3,00 e 30,00 mg/L, para tanto, foi construida uma curva de calibracéo,
para os seis acidos com 0s seguintes niveis de concentracdo: 3,00; 6,00;
10,00; 15,00; 20,00; 25,00 e 30,00 mg/L.

2.4.1.2 CURVAS ANALITICAS

Para a quantificagdo dos compostos foram construidas curvas analiticas
para cada analito. Foram injetados 20 pL das solugbes padrdes trabalho da
mistura dos seis acidos fendlicos na faixa de concentracdo de 3,00 a 20,00
mg/L diluidos a partir da solugéo intermediaria 100,00 mg/L. Para construcao
da curva analitica foram utilizados os niveis de concentracdo dentro da faixa de
resposta linear do método e da faixa estimada para os niveis de concentracao
das amostras (3,00; 6,00; 10,00; 15,00 e 20,00 mg/L).
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2.4.1.3 LIMITES DE DETECCAO E QUANTIFICACAO DO METODO E
REPETITIVIDADE

O limite de deteccao do método (LD) representa a menor quantidade ou
concentracao do analito na amostra que pode ser confiavelmente distinguida
de zero. Um dos métodos recomendados para a validagdo de uma metodologia
propde que o LD seja calculado como 3 vezes o desvio padréo da analise de
pelo menos seis amostras com baixa concentragdo dos analitos [80].

O limite de quantificacdo (LQ) representa a menor concentracdo da
substancia em exame que pode ser medida, utilizando um determinado
procedimento experimental [78]. O seu valor pode ser determinado como 10
vezes 0 desvio padrdao da andlise de pelo menos seis amostras com baixa
concentragdo dos analitos.

Ja a repetitividade envolve véarias medicdes da mesma amostra, em
diferentes preparagdes e pode ser expressa através da estimativa do desvio
padrao relativo (RSD) [78].

Para se determinar a repetitividade e os limites de deteccao e
quantificacdo do método, seis réplicas da amostra Mombaga folha (25,0 mg)
foram submetidas a extragdo em banho ultratermostatico com uma solugao de
NaOH 1M, a 20°C por 24 h. Esse tipo de tratamento permite extrair da amostra
somente os acidos p-cumarico e ferulico éster ligados. Logo, as amostras
foram fortificadas com os demais acidos (chiquimico, cafeico, m-cumarico e o-

cumarico).

2.4.1.4 SELETIVIDADE DO METODO PARA OS ACIDOS p-CUMARICO E
FERULICO

De acordo com Thompson et al. [80] a seletividade é a capacidade de
um método de quantificar precisamente um analito na presenca de
interferentes. Desta forma optou-se por quantificar os acidos ferulico e p-
cumarico nos comprimentos de onda de 236 e 286 nm e comparar 0S
resultados com os obtidos no comprimento de onda de 316 nm, que foi o
selecionado para a quantificacdo destes acidos na programacao de

comprimento de onda. Ndo havendo diferencas significativas entre as
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concentragcbes encontradas nos diferentes comprimentos de onda, garante-se

que os picos de resposta sdo exclusivamente dos compostos de interesse.
2.4.1.5 ESTUDO DE RECUPERACAO DAS AMOSTRAS FORTIFICADAS

A exatidao do método foi avaliada através de ensaios de recuperacao no
processo de extracdo da amostra Cynodon dactylon cv. Coast-cross, da
mesma fortificada, do branco da amostra e do branco fortificado com uma
mistura padrdo dos acidos.

Desta forma, foi realizada a extracdo da amostra e da mesma fortificada
com os seis &cidos em trés niveis de concentragdo: 5,00; 7,50 e 10,00 mg/L.
Cada nivel de concentracao foi analisado em triplicata, aplicando a extracéao
em banho ultratermostatico e em ultra-som. Foi avaliada também a
recuperacdo do branco da analise, sem adicdo de amostra, fortificado com os
seis acidos na concentracao de 10,00 mg/L, em cinco repeticdes para as duas
técnicas de extracao estudadas.

2.5 PADRONIZACAO INTERNA

O padrao interno (Pl) e o padrao surrogate (PS) sao utilizados para
controle do desempenho do método e no auxilio da quantificagdo dos analitos.
Tanto o PI, quanto o PS, sdo compostos que devem apresentar caracteristicas
semelhantes as dos compostos estudados, ter tempo de retengdo proximo ao
dos analitos, ndo reagir com o analito ou outro componente da matriz, nao
fazer parte da amostra e, quando cromatografada, ficar separada de todas as
demais substancias presentes na amostra [78,79].

O padréo interno é adicionado a amostra antes da injecao no HPLC, ele
€ utilizado para compensar as flutuagdes de sinal e de tempo de retengao ao
longo das analises cromatograficas e para calcular a recuperacado do padréo
surrogate.

O padrao surrogate deve ser submetido a todo o processo de tratamento
da amostra, desta forma, ele é adicionado a amostra antes da extragdo logo

apods a sua pesagem. Sua recuperacao € calculada através da equacao 3.2,
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onde o critério para valores de recuperacao estabelecido neste trabalho foi de
75% a 120%.
R%(PS) =.Cm(PS)x Ca(PI) x100 [Equacao2.2]

Cm(PIl)x Ca(PS)
Sendo: Cm a concentracdo medida na amostra

Ca a concentragao adicionada na amostra
PS padrao surrogate
Pl padrao interno
Aplicando a padronizagdo interna, o padrdo surrogate € utilizado no
célculo das concentragdes dos analitos, onde sdo comparadas as razdes das
areas e as razbes das concentracdoes entre os padroes e as amostras.
Calculada desta forma, a concentracdo obtida € corrigida em funcdo da

recuperacao do padrao surrogate.

2.51 ESTUDOS PARA ESTABELECER O PADRAO INTERNO E O
PADRAO SURROGATE

No presente trabalho, dois compostos podem desempenhar ambas
funcdes, que sdo os acidos o-cumarico e m-cumarico. Logo, a fim de se
determinar qual sera utilizado como Pl e qual sera o PS, foram realizados dois
estudos:

I. Quantificagdo (em triplicata) da amostra Cynodon dactylon cv. Coast-
cross utilizando os acidos o-cumarico como Pl e m-cumarico como PS:
foi realizada a extracdo em ultra-som da amostra, da amostra
fortificada e do branco fortificado, ambos adicionados os A&cidos
ferdlico, p-cumarico e m-cumarico (PS) na concentracdo de 10,00
mg/L. Antes da injecdo de cada amostra, foi adicionado o acido o-
cumarico na concentracao de 10,00 mg/L (PI).

[I. Quantificacdo (em triplicata) da amostra Cynodon dactylon cv. Coast-
cross utilizando os acidos m-cumarico como Pl e o-cumarico como PS:
foi realizada a extracdo em ultra-som da amostra, da amostra
fortificada e do branco fortificado, ambos adicionados os Aacidos
ferdlico, p-cumarico e o-cumarico (PS) na concentragdo de 10,00 mg/L.
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Antes da injecao de cada amostra, foi adicionado o acido m-cumarico

na concentracao de 10,00 mg/L(Pl).

Para cada estudo, foi calculado o percentual de recuperacdo dos
analitos (acidos ferulico e p-cumarico) e do PS na amostra e no branco
fortificados. Optou-se por usar como padrdo surrogate o acido que
proporcionou maiores valores percentuais de recuperacao.

2.5.2 AVALIAGAO DO METODO APLICANDO PADRONIZACAO INTERNA

Assim como foi feito para a padronizagdo externa, procedeu-se a
avaliacdo do método otimizado aplicando a padronizagdo interna, onde o0s
parametros analisados neste caso foram: resposta linear; limite de deteccao;
limite de quantificagdo; repetitividade, precisdo intermediaria e exatidao
(recuperagéo) do método. Da mesma forma, todos os estudos foram realizados

com a analise em réplica e branco da analise.
2.5.2.1 RESPOSTA LINEAR DO METODO

Foi construida uma curva de calibragdo, em ftriplicata, para os acidos
ferdlico, p-cumarico, cafeico e chiquimico com o0s seguintes niveis de
concentracao: 3,00; 6,00; 10,00; 15,00; 20,00; 25,00 e 30,00 mg/L. A todos os
pontos da curva foram adicionados os acidos m-cumarico (PS) e o-cumarico
(Pl) na concentragao final de 10,00 mg/L cada. O comportamento linear foi
avaliado através dos graficos de fator de resposta em fungédo da concentragcéao
dos analitos analise e do coeficiente de Pearson (r), onde adotou-se a condicao
de r> 0,999.

2.5.2.2 CURVAS ANALITICAS

Curvas analiticas foram construidas para cada um dos analitos. Foram
injetados 20 pL de solugdes padrbes trabalho da mistura dos seis acidos
fendlicos na faixa de concentragcdo de 3,00 a 20,00 mg/L para os &cidos
ferdlico, p-cumérico, cafeico e chiquimico e 10,00 mg/L para o Pl e o PS,
diluidos a partir de uma solugao intermediaria 100,00 mg/L.
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2.5.2.3 LIMITES DE DETECCAO E QUANTIFICACAO DO METODO,
REPETITIVIDADE E PRECISAO INTERMEDIARIA

Para se determinar a repetitividade e os limites de deteccao e
quantificacdo do método, seis réplicas da amostra Cynodon dactylon cv. Coast-
cross (15,0 mg), adicionadas com o m-cumarico (PS) na concentragao final de
10mg/L, foram submetidas a extragdo em ultra-som por 2h. Como citado no
tépico 2.4.1.3, esse tipo de tratamento permite extrair da amostra somente os
acidos p-cumarico e ferulico éster ligados, logo, as amostras foram fortificadas
com o0s acidos chiquimico e cafeico.

Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram calculados
respectivamente como 3 e 10 vezes o desvio padrdo das analises [78, 80].

A avaliacao da precisao intermediaria foi realizada através da analise de
uma mesma amostra em dias diferentes [78], onde utilizou-se neste estudo
uma amostra de Brachiaria brizantha cv. Marandu. A precisao intermediaria e
repetitividade foram avaliadas através da estimativa do desvio padrao relativo
(RSD) das analises [78].

2.5.2.4 ESTUDO DE RECUPERACAO DAS AMOSTRAS FORTIFICADAS

Assim como no tépico 2.4.1.5, a avaliacao da exatiddo do método foi
realizada através da recuperacdo no processo de extracdo da amostra
Cynodon dactylon cv. Coast-cross, da mesma fortificada, branco e do branco
fortificados com uma mistura padrao dos acidos. Porém neste caso, o estudo
foi realizado aplicando somente a extracdo em ultra-som na condigéo final
estabelecida no método.

Desta forma, foi realizada a extragdo de 25,0 mg da amostra e da
mesma fortificada (em triplicata) com os padrées dos &acidos ferulico, p-
cumarico, cafeico e chiquimico em trés niveis de concentragdo: 5,00; 7,50 e
10,00 mg/L, onde em todas as amostras foram adicionadas solucédo padrao de
m-cumarico (PS) obtendo-se a concentracdo final de 10,00 mg/L. Foi avaliada

também a recuperagéo do branco da analise e do branco fortificado com os
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mesmos padrdes obtendo-se a concentracdo final de 10,00 mg/L para todos,

em cinco repeticoes.
2.6 AMOSTRAS DE FORRAGEIRAS

As gramineas foram semeadas em novembro de 2001, na Estagdo
Experimental da Agéncia Rural, no municipio de Anapolis-GO. As amostras
foram oriundas do periodo das aguas (outubro, dezembro, janeiro e fevereiro)
dos anos 2004 e 2005. As amostras foram colhidas a cada 30 dias
manualmente, com o auxilio de cutelo, secas em estufas de ventilagao forcada
a 55 °C por 72 horas, moidas em moinho tipo faca de 1 mm e armazenadas em
frascos de polietileno para posterior anélise.

2.6.1 CLASSIFICACAO DAS AMOSTRAS

As amostras de forrageira foram fornecidas pela Embrapa Gado de Leite.
No total foram 44 amostras de quatro espécies: Cynodon nlemfuenses cv.
Florona , Cynodon dactylon cv. Florakirk, Cynodon dactylon cv. Coast-cross,
Panicum maximum cv. Mombaga e Brachiaria brizantha cv. Marandu. As
amostras foram classificadas e separadas em funcao do géreno, cultivar,
fracdo (caule e folha), repeticdo (R1 ou R2), adubacao (doses de Nitrogénio:
150 ou 300 kg/ha de N) e irrigacédo (com ou sem) (TABELA 2.1).

Como nao existe amostra de referéncia para os compostos estudados
em matriz de forrageira, para a avaliagdo do método foram empregadas
amostras de Mombaca folha e de Cynodon dactylon, cv Coast-cross (folha e
caule). Sendo esta ultima, amostra controle empregada pelo Laboratério de
Nutricdo Animal da Embrapa Gado de Leite para controle de qualidade de suas
analises.

Como o interesse deste trabalho foi avaliar as concentragdes de acidos
fendlicos no caule e na folha, separadamente, a amostra Cynodon dactylon, cv
Coast-cross foi utilizada somente para avaliagdo do método devido ao fato de

ser uma mistura das duas fracoes.
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TABELA 2.1: Classificagdo das amostras de forrageira analisadas.

Amostra Fraciao Dose de N Irrigacdo repeticio CODIGO

com R1 A1l

150 R2 A2

sem R1 B1

caule R2 B2

com R1 C1
300 R2 C2

Brachiaria brizantha R1 D1
cv. Marandu sem R2 D2
com R1 E1

150 sem R1 F1

folha R2 F2

com R1 G1
300 R2 G2

sem R1 H1

caule 150 com Ri L

Cynodon dactylon R2 12
cv. Florakirk R1 J1
folha 300 com Ro 2

R1 K1

150 sem

caule R2 K2

Cynodon 300 com R L1
nlemfuenses cv. R2 L2
Florona com R1 M1
150 R2 M2

folha sem R1 N1

R1 O1
300 com Ro 02

com R1 P1

150 R2 P2

sem R1 Q1
caule R2 Q2

com R1 R1
300 R2 R2

. ) R1 S1
com R1 T1

150 R2 T2

sem 21 31
2 2

folha . ¥ Vi

300 R2 V2

sem R1 X1

R2 X2
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ESTUDO DA COMPOSICAO DA FASE MOVEL

Valores ndo adequados de fator de simetria comprometem a
reprodutibilidade do tempo de retengdo, aumentam a imprecisdo da
quantificacdo, além de interferir nos calculos da resolugdo e do numero de
pratos tedricos, portanto é conveniente que seus valores estejam entre 0,9 e
1,3. Além disso, valores de fator de simetria maiores que 1,5 podem indicar a
necessidade de se trocar a coluna cromatogréfica [79].

A andlise dos valores de resolucdo (Equagéo3.1) entre os pares de
compostos devem ser acompanhados quando se pretende obter uma medida
quantitativa da separacao realizada [79]. De acordo com Collins et al.[81],
valores de resolugéo superiores a 1,25 sdo suficientes para a quantificagao.

o (23512)(tr,~1r)
VVI/Za +VVI/2b

[Equacaos.1]

Onde tn, e tr, sdo os tempos de retencdo do segundo e primeiro
compostos a eluir, respectivamente; W12, € W12, S80 a largura do pico a meia
altura para o primeiro e segundo composto a eluir respectivamente [82].

Inicialmente realizou-se um gradiente exploratério em diferentes valores
de pH com cada um dos solventes orgéanicos: metanol, acetonitrila e
tetraidrofurano. E, a partir dos gradientes foram selecionadas as condi¢des
iniciais para a otimizagdo da separagao isocratica.

3.1.1 ESTUDO DO pH DA FASE MOVEL

Para cada solvente organico (metanol, acetonitrila e tetraidrofurano) e
cada valor de pH foi otimizada a melhor separacdo isocratica dos &acidos
chiquimico, cafeico, p-cumarico e ferulico, empregando uma fase moével (FM)
composta pelo solvente organico e por uma solucdo de acido ou tampao,
dependendo do valor de pH. Porém, em alguns casos, a melhor condicao

alcangada nao proporcionou total separacéo dos acidos.
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A partir destes resultados, foram construidos graficos dos tempos de
retencao (tr) em funcao do pH, area em funcdo do pH e simetria em fungéo do
pH para as condi¢cbes otimizadas para cada um destes solventes, onde na
FIGURA 3.1 sdo mostrados esses graficos para as condicdes otimizadas com o
metanol (MeOH). Pela andlise desses graficos foi possivel avaliar, juntamente
com os cromatogramas, qual o valor de pH que proporcionou melhores

parametros de separacao (tr, area, simetria, resolugéao, etc).
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FIGURA 3.1: Gréficos da influéncia do pH no tr, na area e na simetria dos
acidos eluidos com FM composta por solugdo de acido ou tampéao e MeOH.

Avaliando esses graficos e os cromatogramas notou-se que para os trés
solventes, os valores mais baixos de pH apresentaram melhores perfis
cromatograficos. Observou-se que o aumento de pH implicou num maior tempo
de retencao dos compostos, logo, maior tempo de corrida (FIGURA 3.1).

Além disso, os acidos ferulico e p-cumarico apresentaram uma

diminuigdo de area, devido ao aumento da 4rea do pico secundario desses
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compostos. Isso pode ser explicado pelo fato dos estudos envolverem
compostos fracamente acidos (FIGURA 1.2), onde de uma maneira geral, os
acidos fendlicos apresentam valores de pKa em torno de 4,5 e 9,5 [83]. Desta
forma optou-se em trabalhar com pH=2,05, pois neste valor de pH tem-se a
supresséo da ionizagao.

Para o valor de pH 2,05, foram otimizadas duas condicdes de separacgao,
uma utilizando tampéao fosfato, e outra utilizando solugdo aquosa de &acido
fosférico. Observou-se que os cromatogramas obtidos para essas duas
condicbes ndo apresentaram diferencas consideraveis. Devido a esse fato,
optou-se por trabalhar com a solugdo aquosa de acido fosférico em pH=2,05,
pois o preparo da solugdo é mais simples e evita-se a cristalizagdo de sais na

coluna cromatografica.

3.1.2 ESTUDO DA PROPORGAO DO SOLVENTE NA COMPOSICAO DA
FASE MOVEL

A maior dificuldade enfrentada na otimizacdo das condicbes de
separacao dos compostos foi alcancar a separacao dos acidos ferulico, cafeico
e p-cumarico de seus respectivos picos secundarios. Como citado no tdpico
2.2.1.2, no estudo da composicdo da fase moével foi aplicado o diagrama
triangular para a separagao dos &cidos.

Inicialmente, foi estabelecida a melhor condi¢cao de separacao para cada
sistema, onde a fase movel foi composta de solucdo aquosa de acido fosférico
pH=2,05 e cada um dos trés solventes orgéanicos selecionados para o estudo
(metanol, acetonitrila e tetraidrofurano). Neste caso foram estudados trés
sistemas, onde os cromatogramas nos vértices do tridngulo (FIGURA 3.2.A,
3.2.B, 3.2.C) correspondem as condi¢des otimizadas em cada sistema com a
fase movel composta pela solugdo aquosa de acido fosférico pH=2,05 e
solventes, onde esses resultados representam as trés primeiras etapas da
otimizagao da separagao através do diagrama triangular. Nas trés condi¢coes os
perfis cromatograficos ndo foram satisfatérios, ou por apresentar alargamento
de banda (FIGURA 3.2.A), ou por apresentar coeluicdo dos compostos com
seus respectivos picos secundarios (FIGURA 3.2.B, 3.2.C), desta forma optou-

se por testar a separagao com uma mistura de solventes.
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A) ACN/solucao H3PO4 pH=2,05 (18:82);

B) MeOH/solugao H3PO4 pH=2,05 (25:75);

C) THF/solugéao H3PO4 pH=2,05 (20:80);

D) ACN/MeOH/solugédo H3PO4 pH=2,05 (10:12,5:77,5);
E) MeOH/THF/solugédo H3zPO4 pH=2,05 (14:13:73);

F) ACN/THF/solugao H3PO4 pH=2,05 (9:18:73);

G) ACN/MeOH/THF/solugao H3PO4 pH=2,05 (6:8:7:79).

FIGURA 3.2: Aplicacdo do método de desenvolvimento triangular para a
separacgao dos quatro acidos. Cromatogramas da mistura padrao dos acidos
10,00 mg/L. Coluna de fase reversa C18 ZORBAX ODS (150,0 mm x 4,6 mm, 5
pum); coluna de guarda ZORBAX ODS (12,5 mm x 4,6 mm, 5 ym), fluxo de
1mL/min, deteccdo em 236nm e em diferentes FM.

Sendo assim, o0 segundo passo evolveu a otimizagdo da separagdo com
uma mistura de dois dos trés solventes (FIGURA 3.2.D, 3.2.E, 3.2.F) e
finalmente a separacdo com a mistura dos trés solventes (FIGURA 3.2.G).
Onde a melhor separagéao foi proporcionada pela fase mével composta por
ACN/MeOH/solucao H3PO4 pH=2,05 (10:12.5:77.5), a um fluxo de 1 mL/min e
pressdo de trabalho em torno de 100 bar (FIGURA 3.2.D).
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Definida a condicdo de separagdo dos quatro acidos (chiguimico,
cafeico, p-cumarico e ferulico), foram incluidos os acidos m-cumarico e o-
cumarico. Com a inclusdo desses acidos, foi necessaria uma pequena
alteragdo na composi¢ao da fase moével, conduzindo a uma melhor resolugao
do cromatograma, chegando-se a seguinte condicao final: ACN/MeOH/solucao
HsPO, pH=2,05 (13:12,5:74,5) (FIGURA 3.3).
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FIGURA 3.3: Cromatograma da mistura padrdo dos seis acidos na
concentracdo de 20,00 mg/L. Coluna de fase reversa C18 ZORBAX ODS
(150,0 mm x 4,6 mm, 5 ym); coluna de guarda ZORBAX ODS (12,5 mm x 4,6
mm, 5 ym); FM: ACN/MeOH/solugcao H3PO4 pH=2,05 (13:12,5:74,5); fluxo:
1mL/min; pressao de trabalho 110 bar.

3.1.3 PROGRAMACAO DOS COMPRIMENTOS DE ONDA PARA
DETECCAO

Parametros como comprimento de onda para analise (A anaiise), largura da
banda e até mesmo ajuste de linha base podem ser estabelecidos a fim de se
aumentar a sensibilidade da analise e evitar interferéncias de compostos
indesejaveis na deteccao.

O detector de multiplos comprimentos de onda permite monitorar
simultaneamente até cinco comprimentos de onda distintos, com larguras de

bandas diferentes ou ndo, obtendo-se assim cinco cromatogramas com sinais
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diferentes para a mesma separacao obtida para uma unica injecao da amostra.
Além do monitoramento continuo em um Unico A durante o tempo total para
eluicdo da amostra, outro recurso é a programacao dos parametros do detector
(N anaiise,; largura da banda e ajuste de linha base) em funcdo do tempo de
retencéo dos compostos de interesse e possiveis interferentes.

Essa variagdao dos comprimentos de onda para deteccdo conforme o
tempo de eluicdo proporciona o aumento da intensidade do sinal. Logo,
melhora a sensibilidade, melhorando os limites de deteccao e quantificacdo do
método. Isso porque, a programagdao empregada para o detector leva em
consideragdo os comprimentos de onda onde ha maxima absorcdo dos
analitos. Os comprimentos de onda e os respectivos intervalos selecionados
para as analises sao mostrados na TABELA 3.1.

TABELA 3.1: Valores de A de leitura do detector programados em fungéo do
tempo de andlise.

Compostos eluidos no intervalo Intervalo (min) A (nm)
Acido chiquimico 0a3,0 236
Acidos cafeico, p-cumarico e ferlico 3,0a9,1 316
Acidos m-cumérico e o-cumarico 9,1a15 236

A FIGURA 3.4 A mostra a sobreposi¢dao dos cromatogramas registrados
nos comprimentos de onda 236 nm e 316 nm, e a FIGURA 3.4 B mostra o
cromatograma registrado com programacao de comprimento de onda.
Observa-se que ao utilizar a programacdo de comprimentos de onda foi
possivel obter incrementos de sinal para os acidos cafeico, ferulico e p-
cumarico ao se comparar com a medi¢cdo em comprimento de onda fixo em 236

nm, no qual inicialmente os estudos foram realizados.

46



f\ 236nm
H p-(%UM 316nm

I

I
| M
“\ /“\ FER

CHI | | \ m-CUM
|
i — 0-CUM
\ N
236nm : | 316nm > < 236nm B

FIGURA 3.4: Cromatogramas da mistura padrdo dos seis acidos na
concentracao de 20,00 mg/L. A - Sobreposicao dos sinais registrados em 236
nm e 316 nm. B - Cromatograma obtido apo6s a leitura com programacao de
comprimento de onda. Coluna de fase reversa C18 ZORBAX ODS (150,0 mm x
4,6 mm, 5 ym); coluna de guarda ZORBAX ODS (12,5 mm x 4,6 mm, 5 ym);
FM: ACN/MeOH/solugcao H3PO4 pH=2,05 (13:12,5:74,5); Fluxo: TmL/min.

3.1.4 CONDICAO OTIMIZADA PARA ANALISE NO CROMATOGRAFO
LiQUIDO DE ALTA EFICIENCIA

A condicao otimizada para analise no cromatégrafo liquido de alta

eficiéncia estd esquematizada na TABELA 3.2.

TABELA 3.2: Condicao otimizada para analise no HPLC.

Condicao estabelecida

Coluna

C18 ZORBAX ODS (150,0 mm x 4,6 mm, 5 um)

Coluna de guarda

ZORBAX ODS (12,5 mm x 4,6 mm, 5 ym)

Fase movel ACN/MeOH/solucao H;,PO, pH=2,05 (13:12,5:74,5)
Fluxo da fase movel 1mL/minuto
Tempo total da andlise 15 minutos

Detecgéao

Programagao do detector: 0 a 3 min: 236 nm; 3 a 9,1 min:
316 nm; 9,1 a 15 min: 236 nm

47



Os parametros cromatograficos e a respectiva ordem de eluicao obtidos
para andlise em HPLC dos seis acidos estudados nas condi¢cdes otimizadas
estdo dispostos na TABELA 3.3. Onde, tempo de retengao relativo (ir,) € um
parametro que deve variar pouco no decorrer das analises, sendo assim um
parametro de controle do desempenho do método, podendo ser aplicado na

identificacao de picos.

TABELA 3.3: Parametros de separacao obtidos para mistura padrdo dos seis
acidos (20,0 mg/L).

ANALITO ret-:-a irg: (‘;':in) Resolugio Simetria  tr,

Acido chiquimico 1,660 - 0,91 -

Acido cafeico 4214 10,95 0,86 -
Acido p-cumarico 7,037 9,03 0,95 1,670
Acido ferulico 8,133 1,76 0,96 1,930
Acido m-cumarico 9,520 3,28 0,99 2,259
Acido o-cumarico 13,382 7,02 1,05 3,176

Tempo de retengao relativo (tr,) = tr anaito/ tr &cido cafeico

Vale ressaltar que a resolugdo do acido ferdlico foi calculada
considerando o pico secunddario do 4cido p-cumarico, que elui entre os dois
compostos.

Conforme citado, Deschamps & Ramos [11] otimizaram um método de
separacao para sete acidos fendlicos, dentre eles os acidos cafeico, ferulico, p-
cumarico, o-cumarico € m-cumarico por padronizacdo externa, onde o ultimo
composto a eluir foi 0 acido o-cumarico, apresentando um tempo de retencao
acima de 36 min, resultando em um tempo total de corrida de 45 min. Ja no
presente trabalho, 0 mesmo acido apresenta um tempo de retengédo de 13,382
min (TABELA 3.3), assim, cada corrida tem a duragdo de 15 min, que
representa um grande ganho no tempo de analise se comparado com 0 método
proposto por Deschamps & Ramos (2002).

A vantagem deste método sobre os demais trabalhos citados no item
1.4, é que foi possivel otimizar a separagdo dos compostos estudados
utilizando um eluigdo isocratica e fluxo de 1mL/min. Isso porque os demais
autores trabalharam com fluxos de 1,5 e 3 mL/min ou com eluigdo por
gradiente [10,12,15,46,55].
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3.2 ESTUDO DA ESTABILIDADE DOS PADROES

Durante os estudos da FM, observou-se que os acidos cafeico, p-
cumarico e ferulico apresentaram um pequeno pico secundario além do pico
principal. Esse pico mostrou-se quase imperceptivel quando as solugdes foram
preparadas e injetadas no dia do preparo das solugdes estoques de 1000,0
mg/L. Porém, quando as solucdes injetadas (solucdes trabalho) foram
preparadas alguns dias apds o preparo da solugdo estoque, observou-se um
aumento na area desses picos secundarios, 0 que poderia comprometer as
analises.

Como citado no item 2.3.2, as solugbes utilizadas neste estudo foram
preparadas conforme mostrado no esquema da FIGURA 2.1, onde MIX 6 é
uma solucéo padrao mistura composta pelos seis acidos.

A FIGURA 3.5 apresenta o resultados obtidos para as solugdes estoque,
intermedidria e trabalho preparadas e analisadas no mesmo dia, sendo 0s
cromatogramas referentes as injecées das solugdes trabalho A, B, C, D, E e F.
Observou-se que as solucbes estoque, intermediaria e trabalho diluidas em
MeOH (solucdo B) ou ACN (solucdo E) nao apresentaram resultados
satisfatérios. Aparentemente o solvente empregado na diluicdo da solucao
trabalho foi 0 que mais influenciou no perfil do cromatograma, onde fica
evidente que a melhor condicdo foi obtida através da diluicdo da solucao
trabalho em fase movel, independente do solvente (MeOH, ACN ou FM)

empregado para a diluicdo da solugao intermediaria.
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FIGURA 3.5: Cromatogramas do teste de estabilidade das solu¢des padrdes.
A: solucéo A; B: solugédo B; C: solucado C; D: solucdo D; E: solucdo E; F:
solucdo F. FM: ACN/MeOH/solugao H3PO, pH=2,05 (13:12,5:74,5); Fluxo:
1mL/min.

No caso das solugbes preparadas a partir da estoque 1000,00 mg/L
diluida em metanol, observou-se que na solugao C (solucdo intermedidria e
solugao trabalho diluidas em FM) os &cidos cafeico e p-cumarico apresentaram
sinal um pouco maior se comparado com a solugcao A (solugdo intermediaria
diluida em MeOH e solugéo trabalho diluida em FM).

Ja para a solucdo estoque 1000,00 mg/L diluida em acetonitrila,
observou-se que o cromatograma da solu¢cdo F (solugdo intermediaria e
solugdo trabalho diluidas em FM) nao apresentou diferencas significativas
frente ao cromatograma da solucao D (solugéo intermediaria diluida em ACN e

solugéo trabalho diluida em FM).
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Frente a esses resultados, escolheu-se realizar os testes de estabilidade
com as solugées C e F. Assim, novas solugcbes C e F foram preparadas e
injetadas 1, 7 e 17 dias apds o preparo das solugdes estoque. Estas amostras
foram injetadas juntamente com as solugdes C e F do primeiro dia.

Foi possivel observar que as solugdes C e F ndo foram estaveis de um
dia para o outro, pois 0os picos secundarios dos acidos cafeico, p-cumarico e
ferulico apresentaram um aumento consideravel em suas areas.

Na FIGURA 3.6 estdo os cromatogramas obtidos para a solugcdo C
injetada no dia do preparo da solugcédo estoque e 1, 7 e 17 dias apéds. Foi
possivel observar um aumento consideravel nas areas dos picos secundarios
apds uma semana, acarretando numa diminuicdo de 31 e 21% nas areas dos
picos principais dos acidos p-cumarico e ferulico, respectivamente. Vale
ressaltar que a solucdao F apresentou o mesmo tipo de comportamento,
concluindo-se que as solugdes estoque 1000,00 mg/L foram estaveis por uma

semana, onde a variagao das areas dos picos secundarios foi minima.

29/4/8
304/8
5/5/08
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CHI

FIGURA 3.6: Cromatogramas da mistura padrdo dos seis acidos na
concentragao de 6,00 mg/L diluida em fase mével na data da inje¢céo, solugéao
intermediaria diluida em fase movel e solugdo estoque diluida em metanol.
Coluna de fase reversa C18 ZORBAX ODS (150,0 mm x 4,6 mm, 5 ym);
coluna de guarda ZORBAX ODS (12,5 mm x 4,6 mm, 5 pm); FM:
ACN/MeOH/solugéo H3PO4 pH=2,05 (13:12,5:74,5); Fluxo: 1mL/min.
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Notou-se que nao houve diferencas entre os cromatogramas das
solucbes trabalho cuja solucdo estoque foi preparada em metanol ou em
acetonitrila. Logo a condicao selecionada foi com a diluicdo da solucéo estoque

em metanol, solucao intermediaria em fase mével e trabalho em fase moével.

3.3 EXTRAGCAO DA AMOSTRA

Os estudos de extragdo em ultra-som (US) foram realizados extraindo a
amostra (25,0 mg) a temperatura ambiente com uma solu¢gao de NaOH 1M nos
seguintes tempos de sonicagao: 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270 e
300 min (item 2.4)

As andlises foram realizadas em triplicata e para avaliar o tempo ideal de
sonicacgao, foi construido um grafico das médias das concentragées dos acidos
p-cumarico e ferulico em fungcdo do tempo de sonicagdo (FIGURA 3.7).
Observa-se que os tempos de sonicagdo entre 15 a 90 minutos ndo foram
suficientes para extrair completamente os acidos éster ligados, sendo que a
concentracdo maxima foi alcancada na faixa entre 120 e 150 min de sonicacao.
Ap6s 150 minutos de sonicacdo, houve uma queda nas concentracoes,

possivelmente devido a degradacao dos analitos.
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FIGURA 3.7: Concentragdes (mg/g peso seco) dos &cidos ferulico e p-
cumarico obtidas da extragdo em ultra-som de 25,0 mg de Mombaca folha.
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Comparando-se as concentragdes obtidas para o tempo de sonicagao
de 120 min com as concentragcées obtidas na extracdo em banho
ultratermostatico (TABELA 3.4), observou-se que o ultra-som apresentou
menores valores de desvio-padrao, indicando menor dispersdo dos dados,

mostrando que este método é mais reprodutivel.

TABELA 3.4: Concentragdes (mg/g peso seco) dos acidos p-cumarico e
ferdlico para a amostra Mombagca folha extraida em banho a 20° C por 24 h e
em ultra-som a temperatura ambiente por 2 h.

BANHO us
(209 C por 24h) (t ambiente POY 2h)
p-CUM FER p-CUM FER
Réplica_ (mggpesoseco)  (mggpesoseco) | (mgigpesoseco)  (mgig peso seco)
1 4,48 4,75 4,08 4,93
2 4,39 4,52 4,09 4,93
3 4,20 4,42 4,05 4,88
média 4,35 4,56 4,07 4,91
Sd 0,14 0,17 0,03 0,03
DPR 3, 3, 0,6 0,7

p-CUM = acido p-cumarico; FER = &cido ferdlico; Sd = desvio padrao; DPR = desvio padrao relativo

Aplicando o teste t entre os dois métodos de extragdo, obteve-se os
valores de t = 3,52 e t = 3,38 para os acidos ferulico e p-cumarico,
respectivamente. Como o valor tabelado de t, a 95% de confianga, é de 4,30,
conclui-se que nao ha diferengcas entre os dois métodos de extracdo. Desta
maneira, optou-se por substituir a extracao descrita na literatura (20° C por 24
h) pela extracdo por ultra-som a temperatura ambiente, sendo o tempo de 120
minutos de sonicacdo ideal para extragao das amostras.

Além da melhor reprodutibilidade, o método proposto utilizando o ultra-
som € mais rapido, sendo necessario apenas 2h para tratamento das amostras,

enquanto que a extragao no banho ultratermostatico leva 24 h.
3.4 AVALIACAO DO METODO APLICANDO PADRONIZACAO EXTERNA
3.4.1 RESPOSTA LINEAR DO METODO

Foi construida uma curva de calibracdo para os seis acidos e para cada
um deles foi determinado o fator de resposta dos pontos da curva, que é dado

pela razdo entre a area e a concentragdo do analito. Por fim, plotou-se o gréfico
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de fator de resposta em fungdo da concentragdo para os seis acidos (FIGURA

3.8). Esses graficos sdao geralmente construidos em fungdo do logaritmo da

concentracdo, mas como neste caso, o estudo da resposta linear ndo envolve

uma faixa muito ampla de concentracdo, é valido tracar grafico do fator de

resposta em funcéo da concentragao do analito [79].
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FIGURA 3.8: Graficos do fator de resposta dos &cidos chiquimico, cafeico,

ferulico, p-cumarico, m-cumarico e o-cumarico por padroniza¢ao externa.

Também foram tracadas nos graficos, as linhas horizontais paralelas

referentes a média dos valores de fator de resposta e a 95 e 105% dessa
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média. Para que o método seja linear, os valores de fator de resposta devem
ser independentes da concentracdo, e devem estar entre as linhas horizontais
referentes a 95 e 105% da média dos valores de fator de resposta, podendo
intercepta-las [78, 79]. E é o que observou-se na FIGURA 3.8, levando a

concluséo de as curvas de calibragdo sao lineares na faixa estudada.

3.4.2 CURVAS ANALITICAS

Como critério, as curvas analiticas devem apresentar coeficientes de
correlagdo r > 0,999. Neste caso, os coeficientes de correlacdao para os 6
compostos variaram entre 0,99935 (acido p-cumarico) e 0,99999 (acido o-
cumarico). A FIGURA 3.9 mostra as curvas analiticas para os 6 compostos

conforme a ordem de eluicao.
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FIGURA 3.9: Curvas analiticas por padronizacdo externa obtidas para a
injecao em triplicata da mistura padrdo dos acidos chiquimico, cafeico, p-
cumarico, ferulico, m-cumarico e o-cumarico nas concentracoées 0,00; 3,00;
6,00; 10,00; 15,00 e 20,00 mg/L.
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3.4.3 LIMITES DE DETECCAO E QUANTIFICACAO DO METODO E
REPETITIVIDADE

Os valores dos limites de deteccdo do método (LD) e de quantificagao
do método (LQ) calculados para a matriz estao dispostos na TABELA 3.5, onde
€ possivel observar que somente os 4cidos p-cumarico, ferulico, m- cumarico e

o-cumarico apresentaram resultados.

TABELA 3.5: Limites de deteccado e quantificacao do método e repetitividade
obtidos para uma massa da amostra Mombaga folha de 25,0 mg (n = 6).

Analito LD (mg/L) LQ(mg/L) DPR (%)

Acido chiquimico

Acido cafeico

Acido p-cumarico 0,33 1,11 4,

Acido ferdlico 0,33 1,12 4,1
Acido m-cumarico 0,38 1,28 355
Acido o-cumarico 0,41 1,36 4,

LD = limite de dectecgao do método; LQ = limite de quantificagéo do
método; DPR = desvio padréo relativo percentual

Apesar de ser detectado, o acido chiquimico ndo foi quantificado na
amostra fortificada, pois apresentou coeluicdo com componentes presentes na
amostra e também provenientes dos reagentes adicionados durante o processo
de extracdo (FIGURA 3.10). Também foi possivel verificar que o acido cafeico
€ instavel as condi¢des de extracdo, pois nenhum sinal foi detectado no tempo
de retencdo do composto (FIGURA 3.10). Por esses motivos, ndao foram
estabelecidos os limites de detec¢do e quantificacao para os acidos chiquimico
e cafeico.

Ja os resultados referentes a repetitividade sao satisfatorios
considerando-se as etapas de tratamento e transferéncias envolvidos, bem
como as caracteristicas das amostras como, por exemplo, tamanho das
particulas. Os valores encontrados estdo em conformidade com os relatados

por Dey et al. [52], que considera aceitavel uma variacao de até 10%.
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FIGURA 3.10: Cromatograma obtido para amostra Mombaga folha fortificada
com os acidos chiquimico (5,00 mg/L), cafeico (2,00 mg/L), m-cumarico (3,70
mg/L) e o-cumarico (3,00 mg/L) para estabelecimento do LD e LQ. FM:
ACN/MeOH/solugéo H3PO4 pH=2,05 (13:12,5:74,5); Fluxo: 1mL/min.

3.4.4 SELETIVIDADE

A amostra Cynodon (25,0 mg) foi extraida em triplicata em banho
ultratermostatico e os acidos p-cumarico e ferulico foram quantificados em trés
comprimentos de onda diferentes (236, 286 e 316 nm). Para avaliar quaisquer
diferencas entre os valores de concentracbes calculados nos trés
comprimentos de onda, aplicou-se o teste t entre as concentracdes
encontradas em 236 nm e 316 nm e entre 286 nm e 316 nm (TABELA 3.6).

TABELA 3.6: Concentragdes (mg/g peso seco) dos acidos p-cumarico e
ferdlico na amostra Cynodon (25,0 mg) em diferentes comprimentos de onda.

p-CUM (mgﬁ; peso seco) FER (mgﬂ peso seco)
236nm 286nm 316nm @ 236nm 286nm 316nm
Reéplica 1 5,69 5,70 5,70 4,94 4,92 4,93
Réplica 2 6,06 6,07 6,03 4,84 4,83 4,86
Réplica 3 5,60 5,60 5,60 4,80 4,78 4,80
média 5,78 5,79 5,77 4,86 4,84 4,86
DPR (%) 4, 4,3 3,9 1,4 1,5 1,3
toss/316 0,045 - - 0,041 - -
togs/316 - 0,082 - - 0,415

p-CUM = acido p-cumarico; FER = &cido ferulico; DPR = desvio padréo relativo percentual
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Observou-se que para todos 0s casos, 0 t caiculado fOi Menor que 0 t tapelado
(2,776), concluindo que nao houve diferengas significativas (95% de confianca)
entre os valores encontrados, 0 que mostra que os acidos foram quantificados
sem interferéncia de outros compostos presentes na matriz. Na FIGURA 3.11
tem-se os cromatogramas da amostra 1 nos trés comprimentos de onda, onde
€ possivel observar que nao houve sinal de outros compostos que possam ter
sido co-extraidos, mostrando interferéncia minima na quantificacdo dos acidos

p-cumarico e ferulico nos A analisados.
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FIGURA 3.11: Cromatogramas da réplica 1 da amostra Cynodon. FM:
ACN/MeOH/solugado H3PO4 pH=2,05 (13:12,5:74,5), fluxo: 1mL/min, detecgéo:
a) 236nm, b) 286nm, c) 316nm.

3.4.5 ESTUDO DE RECUPERACAO DAS AMOSTRAS FORTIFICADAS

Conforme citado no item 3.4.3 o &cido cafeico € instavel as condicdes de
extracdo, seja no banho ultratermostatico ou no ultra-som. Na analise do
branco fortificado, além da auséncia de sinal referente ao &cido cafeico,
nenhum pico adicional foi detectado além dos constituintes adicionados
(FIGURA 3.12 B). E o acido chiquimico ndo pode ser quantificado, tanto na
amostra fortificada quanto no branco fortificado, devido a sua co-eluigdo com
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compostos presentes na matriz e no branco (FIGURAS 3.12 B e 3.12 D).
Sendo assim, na TABELA 3.7 estao somente os resultados de recuperacao dos

acidos ferulico, p-cumarico, m-cumarico e o-cumarico.
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FIGURA 3.12: Cromatogramas dos resultados da recuperacao da extragdo no
banho: a) branco; b) branco fortificado com 10,00 mg/L de cada &cido; c)
amostra Cynodon; d) amostra Cynodon fortificada com 10,00 mg/L de cada
acido. FM: ACN/MeOH/solucao HzPO4 pH=2,05 (13:12,5:74,5), fluxo: 1mL/min
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TABELA 3.7: Comparagdo entre o percentual de recuperagdao (DPR)
alcangado ao fortificar 25,0 mg da amostra Cynodon com mistura padrao dos
acidos em 3 niveis de fortificagdo (5,00, 7,50 e 10,00 mg/L).

o Percentual médio de recuperacao,%
Niveis de (desvio padrao relativo, %)
Analito Amostra Fortificacao,
mg/L banho Ultra-som
5,00 88 (3,2) 85 (4,1)
i . Amostra fortificada 7,50 91 (4,5) 82 (3,9)
Ac. p-cumarico
10,00 94 (5,9) 86 (4,4)
Branco fortificado 10,00 82 (3,9) 85 (3,0)
5,00 89 (5.5) 85 (0,8)
Amostra fortificada 7,50 91 (4,s) 82(2,,)
Ac. ferulico
10,00 93 (3,6) 89 (5,3)
Branco fortificado 10,00 89 (3,3) 85 (3,0)
5,00 86 (2,6) 84 (1,9)
Ac. m- Amostra fortificada 7,50 88 (5,5 83 (2,7)
cumarico 10,00 91 (2,4) 91 (2,0)
Branco fortificado 10,00 95 (3,0) 95 (3,2)
5,00 92 (4,6) 90 (6,0)
. Amostra fortificada 7,50 93 (6,0) 85 (3,1)
Ac. o-cumarico
10,00 93 (3,1) 91 (4,1)
Branco fortificado 10,00 93 (4,5) 94 (2,4)

DPR = desvio padrao relativo percentual

Os valores de recuperagdo obtidos para a extragcdo em ultra-som
variaram de 82 a 91 %, sendo o valor médio de 86 % com DPR de 4 %. Ja o
banho apresentou maiores percentuais de recuperagcdo, onde o0s valores
variaram de 86 a 94 %, sendo o valor médio de 91 % com DPR de 3 %.

Embora a recuperagdo obtida no ultra-som tenha apresentado uma
maior dispersao dos resultados, a sua distribuicao foi aleatéria em relacdo aos
niveis de concentragdo. Ja no caso do banho, notou-se que a recuperacao
média aumentou discretamente conforme o nivel de fortificacdo da amostra.
Esse aumento foi de 3% entre os niveis de fortificacdo para os acidos p-
cumarico e m-cumario e de 2% para o acido ferulico.

Como mostra a FIGURA 3.13, foram construidas curvas com as médias

de concentracdo de cada nivel de fortificagdo de cada &cido no ultra-som em
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funcédo das médias de concentracdo de cada nivel de fortificacdo de cada acido
no banho, a fim de se avaliar a correlacdo entre os valores obtidos nos dois
tipos de extracdo. Analisando as curvas, em todos os casos, 0s valores do
coeficiente de Pearson (r) e da inclinacdo se aproximam de um, e os valores
dos interceptos aproximam-se de zero, indicando a existéncia de uma
correlacao entre os valores.
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FIGURA 3.13: Curvas das médias de concentragdo obtida para cada nivel de
fortificacdo de cada &cido no ultra-som versus no banho.

3.5 PADRONIZACAO INTERNA

3.5.1 ESTUDOS PARA ESTABELECER O PADRAO INTERNO E O
PADRAO SURROGATE

A fim de se determinar qual dos compostos se comporta melhor como
padrao interno (Pl) e como padrao surrogate (PS), foram realizados dois
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estudos. Em cada condi¢ao testada foram analisadas, em triplicata, amostra,
amostra fortificada e branco fortificado:
x  ESTUDO 1: O acido o-cumarico foi usado como Pl e m-cumarico como PS.
x  ESTUDO 2: O acido m-cumarico foi usado como Pl e o-cumarico como PS.
Na TABELA 3.8 sdo apresentados os resultados obtidos para a amostra
Cynodon dactylon cv. Coast-cross aplicando a padronizagdo interna, usando
cada um dos acidos como PS. Observa-se que o0 4cido m-cumarico apresentou
maior percentual de recuperacdo, 0 que mostra que este acido é menos
suscetivel a perdas durante o processo de extragao.

TABELA 3.8: Concentragdes (mg/g peso seco) obtidas dos acidos p-cumarico,
ferdlico e recuperacao do padrao surrogate para a amostra Cynodon extraida
em ultra-som por 120 minutos, calculadas por padronizacao interna.

0-CUM como PS m-CUM como PS

p-CUM FER RPS p-CUM FER RPS

(mggpesoseco)  (mgigpesoseco) (%) . (mggpesoseco)  (mggpesoseco) (%)

Réplica 1 6,73 6,31 76 6,19 6,20 104
Réplica 2 6,75 6,40 72 6,33 6,13 104
Réplica 3 6,56 6,57 74 6,36 6,25 100
Média 6,68 6,43 74 6,29 6,19 103
Sd 0,10 0,13 1,9 0,09 0,06 2,2
DPR (%) 1,6 2.0 2.6 1,4 0,9 2,0

0-CUM = &cido o-cumarico; m-CUM = acido m-cumarico; p-CUM = &acido p-cumarico; FER = &cido ferulico; PS =
padrédo surrogate; RPS = recuperacdo do padrdo surrogate; Sd = desvio padrdo; DPR = desvio padréo relativo
percentual

Tal comportamento também foi observado para a amostra e o branco
fortificados, onde na maioria dos resultados, tanto o padrao surrogate, quanto
os acidos ferulico e p-cumarico apresentaram maiores percentuais médios de
recuperacdo quando o m-cumarico desempenhou a fungdo de padréo
surrogate (FIGURA 3.14). Aléem disso, quando o acido o-cumarico foi usado
como PS, obteve-se maiores valores de desvio padrao relativo das analises.
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FIGURA 3.14: Grafico com os percentuais de recuperacao dos analitos obtidos
para a amostra, amostra fortificada e branco fortificado utilizando padrdes

interno e surrogate.

Sendo assim, optou-se em utilizar o acido o-cumarico como padrao
interno e o acido m-cumarico como padrao surrogate.

A FIGURA 3.15 esquematiza o processo final de extracdo da amostra
aplicando a padronizacao interna para a quantificagdo dos acidos ferulico e p-
cumarico nas amostras de forrageiras.
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FIGURA 3.15: Esquema de representacdo para a extracdo das amostras de
forrageiras em ultra-som para a quantificagdo dos &acidos fendlicos por

padronizagao interna.
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3.5.2 AVALIACAO DO METODO APLICANDO PADRONIZACAO INTERNA

3.5.2.1 RESPOSTA LINEAR DO METODO

A resposta linear do método foi verificada através dos gréficos de fator
de resposta em fung¢do da razdo da concentragcdo dos analitos e concentragdo
do padrao surrogate, na faixa de concentragdo dos analitos entre 3,00 e 30,00
mg/L. Neste caso, por se tratar de padronizagao interna, o fator de resposta &
dado pela equacgao 3.1.

Fator de resposta =_Aanaiite/Ars [Equacao 3.1]
Canaiite/Cps

Sendo: Aanaito @ area do analito
Aps a &rea do padrao surrogate
Canaiito @ concentracao do analito

Cps a concentracao do padrao surrogate

A FIGURA 3.16 mostra os graficos dos fatores de resposta obtidos para
os &cidos chiquimico, cafeico, ferdlico e p-cumarico. E possivel verificar que os
valores se encontram entre as linhas horizontais referentes a 95 e 105% do

valor médio, logo, as curvas de analiticas sao lineares na faixa estudada.
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FIGURA 3.16: Graficos de fator de resposta dos acidos chiquimico, cafeico,
ferdlico e p-cumarico por padronizagao interna.

3.5.2.2 CURVAS ANALITICAS

Adotou-se como critério coeficientes de correlagdo r > 0,999 para as

curvas analiticas. Os coeficientes de correlagdo para os 4 compostos

resolvidos variou entre 0,99970 (acido ferulico) e 0,99989 (acido cafeico). A

FIGURA 3.17 mostra as curvas analiticas para os compostos conforme a

ordem de eluigéo.

Sendo: Razdo area = Area do analito

Area do PS

Razao concentracao =

Concentracao do analito

Concentracao do PS

[Equacéo 3.2]

[Equacédo 3.3]
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FIGURA 3.17: Curvas analiticas por padronizagédo interna obtidas para a
injecdo em triplicata da mistura padrdo dos acidos chiquimico, cafeico, p-
cumarico e ferulico nas concentracées 0,00; 3,00; 6,00; 10,00; 15,00 e 20,00
mg/L.

3.5.2.3 LIMITES DE DETECCAO E QUANTIFICACAO DO METODO,
REPETITIVIDADE E PRECISAO INTERMEDIARIA

Pelas razdes ja mencionadas, ndao foi possivel quantificar os acidos
chiquimico e cafeico, sendo assim, a tabela a TABELA 3.9 apresenta os
resultados de limites de deteccdo e de quantificacdo e repetitividade somente
dos &acidos p-cumarico e ferulico. Para fins de comparacédo, a TABELA 3.9
mostra os valores obtidos por padronizacdao externa (citados no item 3.4.3), e
observou-se que a padronizacao interna forneceu menores valores de LD, LQ e
DPR. Tais resultados sao atribuidos a utilizagdo do padrao interno e do padrao
surrogate que corrigem flutuacées entre cada injecdo e perdas durante o

processo de extragdo e tratamento das amostras, resultando em menor desvio
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padrdo relativo das andlises e, consequentemente, menores valores de LD e
LQ.

TABELA 3.9: Limites de deteccédo e quantificacdo do método e repetitividade
obtidos com padronizagéo externa e padronizago interna.

Padronizacao externa Padronizacao interna
. LD LQ o LD LQ o
Analito (mg/L) (mg/L) DPR (%) (mg/L) (mg/L) DPR (%)
Acido p-cumarico 0,33 1,11 4,5 0,09 0,28 1,4
Acido fertlico 0,33 1,12 4, 0,04 0,15 0,7

LD = limite de dectecgao do método; LQ = limite de quantificagdo do método; DPR = desvio padrao relativo percentual

Outro estudo realizado foi da precisdo intermediaria, que consistiu na
analise da amostra Brachiaria brizantha cv. Marandu em quatro dias diferentes.
Na TABELA 3.10 estdo dispostos os resultados obtidos de concentragdao dos
acidos ferulico e p-cumarico, recuperagdo do padrdo surrogate, juntamente

com seus valores de desvios padrdes relativos.

TABELA 3.10: Concentragdes (mg/g peso seco) dos &cidos ferulico e p-
cumarico e recuperagao do padrdo surrogate obtidos na andlise da amostra
Brachiaria brizantha cv. Marandu em diferentes dias.

Datas p-CUM FER RPS (%)
(mg/g peso seco) _(mg/g peso seco)

7/10/2008 7,62 6,54 94,2
8/10/2008 7,49 6,54 95,0
9/10/2008 7,26 6,46 97,4
15/10/2008 7,00 5,79 96,5
MEDIA 7,34 6,33 95,2
Sd 0,27 0,36 1,20
DPR 3,7 578 1 33

p-CUM = &cido p-cumarico; FER = &cido ferdlico; RPS = recuperagdo do padrao
surrogate; Sd = desvio padrao; DPR = desvio padréo relativo percentual
Como discutido no tépico 3.2, as solugdes padrao dos acidos ferulico e
p-cumarico sdo estadveis por no maximo uma semana. E o0 mesmo
comportamento foi observado para a amostra (TABELA 3.10). Esta foi extraida,
estocada a4° C e 1, 2, 3 e 9 dias apds a extracdo, uma aliquota foi diluida em

fase movel e injetada no HPLC. Observou-se uma diminuicdo dos valores das
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concentracdes obtidas para os dois acidos na analise do dia 15/10/2008 (9 dias
apos a extracdo), se comparados com as concentracées obtidas nas analises
realizadas na semana da extragdo da amostra. Excluindo os valores de
concentracao desta andlise, obtém-se desvios padrbes relativos iguais a 0,1%
e 1% para os acidos ferulico e p-cumarico, respectivamente. Ja o acido m-
cumarico mostrou-se estavel no periodo das analises, apresentando um DPR
de 1%.

3.5.2.4 ESTUDO DE RECUPERAGAO DAS AMOSTRAS FORTIFICADAS

Assim como na padronizagdo externa, no estudo da recuperacao foram
analisadas, em replicas, amostra, amostra fortificada, branco e branco
fortificado com os &cidos ferulico, p-cumarico, cafeico e chiquimico em trés
niveis de concentragao: 5,00; 7,50 e 10,00 mg/L, onde todas as amostras e o
branco foram adicionados o acido m-cumarico (PS) obtendo-se a concentracao
final de 10mg/L.

A TABELA 3.11 mostra os resultados de recuperacao obtidos para os
acidos ferulico, p-cumarico e m-cumarico. Vale ressaltar que a amostra e o
branco também foram fortificados com os acidos chiquimico e cafeico, porém,
nao foi possivel obter resultados para estes compostos conforme discutido no
item 3.4.3.
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TABELA 3.11: Percentuais médios de recuperacao e desvios padrdes relativos
alcancados para a amostra e branco fortificados com mistura padrédo dos
acidos em 3 niveis de fortificagdo (5,0 , 7,5 e 10,0 mg/L) e adicionados de
padrao surrogate na concentragao final de 10,0 mg/L.

. Niveis de Percentual médio de
Analito Amostra Fortificacdo (mg/L) | recuperagao (%) DPR(%)

5,00 98 1,6
Ac. p-cumérico Amostra fortificada 7,50 98 1,5
10,00 99 1,0
Branco fortificado 10,00 91 2.4
5,00 88 2,1
. . 7,50 89 2,0
Ac. fertlico Amostra fortificada 10.00 91 24
Branco fortificado 10,00 83 1,5
Amostra 93 2,
5,00 92 3.6
PS Amostra fortificada 7,50 92 1,0
10,00 91 1,4
Branco fortificado 10,00 97 23

DPR = desvio padrao relativo pecentual; PS= padréo surrogate

A FIGURA 3.18 ilustra um grafico com os percentuais médios de
recuperacao para a amostra extraida em ultra-som por 2 h, obtidos por
padronizagdo interna e por padronizagdo externa. O grafico mostra que a
padronizacdo interna apresentou melhores valores de recuperacao,
principalmente para o acido p-cumarico. Esses valores variaram de 83 a 99%
para padronizacao interna, sendo o valor médio de 92%, e para padronizacao
externa, variaram de 82 a 91%, com valor médio de 86%. Onde, a
quantificacdo por padronizagdo interna apresentou também menores desvios

padroes relativos das analises.
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FIGURA 3.18: Grafico com os percentuais de recuperagdo obtidos para a
amostra, amostra fortificada e branco fortificado utilizando padronizagéo interna
e externa.

3.6 DETERMINACAO DOS ACIDOS p-CUMARICO E FERULICO NAS
AMOSTRAS DE FORRAGEIRAS

Os estudos aplicando padronizagdo interna apresentaram bons
resultados, logo, optou-se por quantificar as amostras aplicando essa técnica.
Desta forma, as concentragdes das amostras foram calculadas comparando-se
as razbes das areas (area analito/area padrao surrogate) e as razdes das
concentragdes (concentragdo analito/concentragdo surrogate) entre os padroes
e as amostras, empregando o acido o-cumarico como padrao interno e o acido
m-cumarico como padrao surrogate.

As TABELAS 3.12 (repeticbes R1) e 3.13 (repeticbes R2) mostram as
concentracées dos acidos ferulico e p-cumarico, e seus respectivos desvios
padrées relativos, obtidos para a analise em ftriplicata das amostras de quatro
espécies de forrageiras. A concentracao final expressa em mg/g peso seco foi
calculada de acordo com a massa de amostra extraida (25 mg).

Vale ressaltar, que as repeticoes R1 e R2 referem-se a amostras de uma
mesma espécie de forrageira, submetidas a mesma condicdo de adubacgao e
irrigacdo, porém plantadas em dois blocos diferentes, podendo haver variagcoes
no solo onde foram cultivadas.

As tabelas mostram também a recuperagdo média do padrao surrogate
entre as réplicas das amostras e os resultados de digestibilidade in vitro da
matéria seca. Conforme foi descrito no item 2.6, estipulou-se trabalhar com
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valores entre 75 a 120% de recuperacdo. Sendo analisados dados das
amostras cuja recuperacdo do PS estava compreendida no intervalo
estipulado. Desta forma, os valores médios de recuperacdo do padrao
surrogate (RPS) nas andlises variaram entre 75 e 97 %, onde 79 % das
amostras apresentaram valores acima de 80 % de RPS.

Para uma melhor discussdo dos dados, também foram construidos
graficos com as concentragbes médias dos acidos p-cumarico e ferulico
determinadas para cada repeticio das amostras de Braquiaria, Florona e
Mombacga (FIGURA 3.19). Esta figura ndo apresenta graficos para a amostra

Florakirk, pois foram analisadas somente quatro amostras dessa cultivar.
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TABELA 3.12: Concentracoes e intervalo de confianca (o = 0,05), expressos em mg/g peso seco, dos acidos ferulico e p-cumarico
e recuperacao do padrao surrogate encontrados na repeticao 1 (R1) das amostras Cynodon nlemfuenses cv. Florona , Cynodon
dactylon cv. Florakirk, Panicum maximum cv. Mombaca e Brachiaria brizantha cv. Marandu.

Amostra Fracdo DosedeN Irrigacao Concentragao (mg/g pseo seco) Rf S DPR (%)
p-cumarico | DPR (%) . ferdlico _ DPR (%) (%)

caule 150 com 9,04 £ 0,11 0,5 7,50+ 0,30 1,6 83 5,4
sem 7,62+0,38 2,0 555+0,18 1,3 88 1,5
300 com 7,99 + 0,20 1,0 541+0,25 1,9 88 5,7
Brachiaria brizantha sem 7,23+ 0,41 2,3 460+0,12 1,1 88 3,4
cv. Marandu folha 150 com 671+028 | 17 | 769+035 1, 81 3,
sem 6,00 + 0,39 2,6 6,49 + 0,69 4, 79 1,8
300 com 598+0,18 1,0 563+0,12 0,8 80 1,4
sem 5,45+ 0,14 1,0 4,99 + 0,09 0,7 86 3,
Cynodon dactylon = caule 150 com 8,71+ 0,01 0,0 4,58 + 0,07 0,7 87 5,4
cv. Florakirk folha 300 com 8,75 + 0,25 1,1 4,51+0,16 1 84 5,
caule 150 sem 6,00 + 0,25 1,7 4,17 +0,04 0,4 90 1,
Cynodon 300 com 6,38 £ 0,20 1.4 3,89+ 0,07 0,7 97 2.0
nlemfuenses cv. folha 150 com 457 +0,15 1,3 3,96+0,15 1,5 88 5.6
Florona sem 6,01+007 05  556+0,03 0.2 82 0,9
300 com 582+0,13 0,9 522+0,12 0,9 84 4,
caule 150 com 6,61 +£0,29 1,8 3,77 £ 0,03 0,3 85 2,0
sem 6,70 + 0,08 0,5 5,13+ 0,10 0,8 86 2.4
300 com 7,74 + 0,33 17 4,19+0,10 1,0 93 3,
Panicum maximum sem 7,85+ 0,32 1,6 452+0,12 1,0 85 0,5
cv. Mombagca folha 150 com 5,11+ 0,05 0,4 4,33 +0,08 0,7 79 2
sem 419+0,13 1,3 494+0,14 1,2 84 4,
300 com 436+0,14 1,3 3,35+0,17 2,0 77 1,,
sem 3,63+0,13 1.4 3,59 + 0,20 2,3 84 3,1

RPS = recuperagao do padréo surrogate; DPR = desvio padrao relativo percentual
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TABELA 3.13: Concentragoes e intervalo de confianca (o = 0,05), expressos em mg/g peso seco, dos acidos ferulico e p-cumarico
e recuperacao do padrao surrogate encontrados na repeticao 2 (R2) das amostras Cynodon nlemfuenses cv. Florona , Cynodon
dactylon cv. Florakirk, Panicum maximum cv. Mombaca e Brachiaria brizantha cv. Marandu.

Amostra Fracao Dosede N Irrigacao Concentragao (mg/g pseo seco) Rf S DPR (%)
p-cumarico DPR (%) ferulico DPR (%) (%)
caule 150 com 7,79 £ 0,39 2,0 6,40 £ 0,34 2,1 92 2,3
sem 7,56 £ 0,14 0,8 5,22 £0,19 1,4 84 5,8
Brachiaria brizantha 300 com 8,56 + 0,03 0,1 5,29+0,16 1, 85 S,8
cv. Marandu sem 7,72+ 0,00 0,0 6,20+ 0,10 0,6 82 5,
folha 150 sem 6,65 % 0,20 1,0 6,47 £ 0,22 1,4 75 1,4
300 com 6,01 £0,15 1,0 557+0,12 0,8 83 2,0
Cynodon dactylon cv. caule 150 com 7,89+0,21 1,1 4,28 + 0,07 0,7 81 4,
Florakirk folha 300 com 8,60 + 0,41 1,0 4,11+ 0,21 2, 88 0,7
caule 150 sem 5,91 £ 0,10 0,7 5,91+ 0,10 0,7 84 3,
Cynodon nlemfuenses 300 com 6,62+0,18 1,4 421+0,12 1,1 92 2.0
cv. Florona folha 150 com 4,45+ 0,10 0,9 4,45+0,28 2, 89 5
300 com 5,30 + 0,26 2,0 4,48 £ 0,23 2,0 82 1,8
caule 150 com 7,68+0,13 0,7 4,87 £0,20 1,6 83 4,
sem 6,95 £ 0,45 2.6 4,45+ 0,08 0,7 89 6,1
300 com 7,44 0,44 2.4 3,92+ 0,09 0,9 91 1,0
Panicum maximum cv. sem 7,57 £ 0,08 0,4 4,44 + 0,05 0,5 79 7.4
Mombaga folha 150 com 4,39+ 0,32 3,0 4,42+ 0,38 3.4 79 1,5
sem 3,85+ 0,17 1,7 4,24+ 0,11 1,1 80 2,5
300 com 4,89+ 0,20 1,6 3,67 £ 0,04 0,4 78 2,9
sem 3,63+ 0,25 2,8 3,53+0,24 2,7 77 1,9

RPS = recuperagéo do padréo surrogate; DPR = desvio padrao relativo percentual
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FIGURA 3.19: Concentragdes dos acidos p-cumarico e ferulico encontradas nas amostras Brachiaria brizantha cv. Marandu,
Cynodon nlemfuenses cv. Florona e Panicum maximum cv. Mombaca.
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3.6.1 ANALISE DAS AMOSTRAS

As amostras analisadas apresentaram concentracoes de &cido p-
cumarico e ferulico acima do limite de quantificacdo estabelecido para o
método. As concentragdes expressas em mg/g peso seco variaram de 3,63 a
9,04 para acido p-cumarico e de 3,35 a 7,69 para o acido ferulico.

Observa-se nas TABELAS 3.12 e 3.13 que 79% das andlises
apresentaram DPR < 2 9%, fato relevante devido as varias etapas de

tratamento da amostra e da variabilidade no tamanho de particula.

3.6.1.1 Brachiaria brizantha cv. Marandu

Nas amostras desta espécie (n=14), as concentragbes (TABELA 3.12 e
3.13 e FIGURA 3.19) variaram de 5,45 a 9,04 mg/g peso seco para acido p-
cumarico e de 4,60 a 7,69 mg/g peso seco para o acido ferulico.

Com relagao a dose de Nitrogénio, as faixas de concentragdes na fracao
folha para 150N dos acidos ferulico e p-cumarico foram, respectivamente, 6,47
a 7,69 mg/g peso seco e 6,00 a 6,71 mg/g peso seco. E para a dose de 300N,
foram de 5,45 a 6,01 mg/g peso seco para acido p-cumarico e de 4,99 a 5,63
mg/g peso seco para o acido ferulico (TABELA 3.12 e 3.13).

Na fragdo caule, as amostras tratadas com 150N apresentaram
concentracées (mg/g peso seco) que variaram de 7,56 a 9,04 para acido p-
cumarico e de 5,22 a 7,50 para o acido ferulico. J& as amostras tratadas com
300N, os valores (mg/g peso seco) variaram de 7,23 a 8,56 para acido p-
cumarico e de 4,60 a 6,20 para o acido ferulico (TABELA 3.12 e 3.13).

Nas amostras da fragdo folha submetidas a irrigacado, as concentracoes
(mg/g peso seco) variaram de 5,98 a 6,371 para acido p-cumarico e de 5,57 a
7,69 para o acido ferulico. Ja nas amostras sem irrigacado, os valores (mg/g
peso seco) obtidos variaram de 5,45 a 6,65 para acido p-cumarico e de 4,99 a
6,49 para o &cido ferulico (TABELA 3.12 e 3.13).

Para a fracdo caule, nas amostras submetidas a irrigagdo, as
concentragbes (mg/g peso seco) variaram de 7,79 a 9,04 para &cido p-
cumarico e de 5,29 a 7,50 para o acido ferulico. Enquanto que as amostras
sem irrigacao apresentaram valores (mg/g peso seco) que variaram de 7,23 a

77



7,72 para acido p-cumarico e de 4,60 a 6,20 para o acido ferulico (TABELA
3.12e 3.13).

3.6.1.2 Cynodon nlemfuense cv Florona

As amostras de C. nlemfuense cv Florona (n=9) apresentaram
concentracées que variaram de 4,45 a 6,62 mg/g peso seco para acido p-
cumarico e de 3,89 a 5,91 mg/g peso seco para o acido ferulico (TABELA 3.12
e 3.13).

Para a fragdo caule foram analisadas 3 amostras com irrigagéo e 300N e
2 amostras sem irrigacdo e 150N. Onde as concentracdes (mg/g peso seco)
das amostras com irrigacdo e 300N variaram de 5,30 a 6,62 para acido p-
cumarico e de 3,89 a 4,21 para o acido ferulico. J& nas amostras sem irrigagao
e 150N, os valores de concentracdao obtidos foram de 5,91 e 6,00 mg/g peso
seco para acido p-cumarico e de 5,91 e 4,17 mg/g peso seco para o acido
ferulico.

Na fragcédo folha, quatro amostras com irrigacdo foram analisadas cujas
concentragbes (mg/g peso seco) variaram de 4,45 a 5,82 para é&cido p-
cumarico e de 3,95 a 5,22 para o acido ferulico. Somente uma amostra sem
irrigacdo foi quantificada, apresentando valores de concentragbes para o0s
acidos p-cumarico e ferulico de 6,01 e 5,56 mg/g peso seco, respectivamente.

Com relacdo a adubacdo para esta mesma fracdo, as faixas de
concentracdes para a dose de 150N (n = 4) foram de 4,45 a 6,01 mg/g peso
seco para acido p-cumarico e de 3,96 a 5,56 mg/g peso seco para o acido
ferdlico. Somente duas amostras adubadas com 300N foram quantificadas,
cujos valores de concentracao obtidos foram de 5,30 e 5,82 mg/g peso seco

para acido p-cumarico e de 4,48 e 5,22 mg/g peso seco para o acido ferulico.
3.6.1.3 Panicum maximum cv. Mombaca
Dentre as amostras analisadas para essa espécie (n=16), as

concentragOes variaram de 3,63 a 7,85 mg/g peso seco para &cido p-cumarico
e de 3,35 a 5,13 mg/g peso seco para o acido ferulico (TABELA 3.12 e 3.13).
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Nas amostras da fragdo folha submetidas a irrigagdo (n = 4), as
concentragbes (mg/g peso seco) variaram de 4,36 e 5,11 para &cido p-
cumarico e de 3,35 a 4,42 para o acido ferdlico. E as amostras sem irrigagéao (n
= 4) apresentaram valores (mg/g peso seco) que variaram de 3,63 e 4,19 para
acido p-cumarico e de 3,53 a 4,94 para o acido ferulico.

Nesta mesma fragdo, o acido p-cumarico apresentou faixas de
concentracdes de 3,85 a 5,11 mg/g peso seco para a adubacdo com 150N (n =
4) e de 3,63 a 4,89 mg/g peso seco para a adubacdo com 300N (n = 4). E as
faixas de concentracdes para o acido ferulico foram de 4,24 a 4,94 mg/g peso
seco para a adubacdo com 150N e de 3,35 a 3,67 mg/g peso seco para a
adubacao com 300N.

Na fracdo caule, os valores de concentragdes do acido p-cumarico
variaram entre 6,61 e 7,74 mg/g peso seco para as amostras com irrigacéo, e
entre 6,70 e 7,85 mg/g peso seco para as amostras sem irrigacdo. Enquanto
que para o acido ferulico, os valores de concentragdes variaram entre 3,77 e
4,87 mg/g peso seco para as amostras com irrigacao, e entre 4,44 e 5,13 mg/g
peso seco para as amostras sem irrigacao.

Com relagdo a dose de Nitrogénio, as faixas de concentragdes para a
dose de 150N (n = 4) foram de 6,61 a 7,68 mg/g peso seco para acido p-
cumarico e de 3,77 a 5,13 mg/g peso seco para o acido ferulico. Enquanto que
para as amostras adubadas com 300N (n = 4), os valores de concentracao
obtidos foram de 7,44 a 7,85 mg/g peso seco para acido p-cumarico e de 3,92

a 4,52 mg/g peso seco para o acido ferulico.

3.6.1.4 Cynodon dactylon cv. Florakirk

Somente quatro amostras desta espécie foram quantificadas, duas para
fracao folha e duas para a fragcao caule, sendo que todas foram submetidas a
irrigagao.

As amostras da fragdo folha foram adubadas com 300N, onde as
concentragfes obtidas para o acido p-cumarico foram 8,75 e 8,60 mg/g peso
seco e para o acido ferulico foram 4,51 e 4,11 mg/g peso seco.
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No caso da fragdo caule, as amostras foram adubadas com 150N, cujas
concentragbes do &cido p-cumarico foram 8,71 e 7,89 mg/g peso seco e do
acido ferulico foram 4,58 e 4,28 mg/g peso seco.

3.6.2 CONSIDERACOES

De acordo com as TABELAS 3.12 e 3.13 e os graficos da FIGURA 3.19,
nota-se, que de uma maneira geral, as amostras possuem maiores
concentracbes de acido p-cumarico em relacdo ao 4acido ferulico. Tal
comportamento foi observado em 84% das amostras analisadas, onde a
repeticdo R1 apresentou maior freqiiéncia que a repeticao R2.

Com excecgao da C. dactylon cv. Florakirk, as concentracées mais altas
dos acidos p-cumarico e ferulico, tanto no caule como na folha, ocorreram entre
as amostras de B. brizantha. As concentracdes mais baixas de &acido p-
cumarico ocorreram entre as amostras de C. nlemfuense cv Florona para
fracdo caule e P. maximum cv. Mombaca para a fracao folha. O &cido ferulico
apresentou a mesma tendéncia de concentracdo nas duas fragdes analisadas.
Para este acido uma ordem decrescente dos niveis de concentragédo entre as
espécies é dada por: B. brizantha, C. nlemfuense cv Florona, P. maximum cv.
Mombaca (FIGURA 3.19).

3.6.3 COMPARACAO COM OUTROS ESTUDOS

Conforme citado no item 1.4 somente dois trabalhos, referentes a
quantificacdo de acidos fendlicos em amostras de forrageiras tropicais
cultivadas no Brasil foram publicados na literatura [11,13]. Ambos empregaram
a cromatografia liquida de alta eficiéncia com eluicao isocratica. Em relagéo a
outros paises, alguns autores também aplicaram a mesma técnica para a
quantificacao destes acidos em amostras de forrageiras de diferentes espécies
e origens.

A TABELA 3.14 compara os resultados obtidos neste trabalho com
valores citados por outros autores referentes a forrageiras cultivadas em solos

no Brasil e em outros paises. Vale ressaltar que os estudos apresentam
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diferencas nos métodos de extragdo e anadlise aplicados as amostras, bem

como das espécies e fragdes das plantas estudas.

TABELA 3.14: Comparagao dos niveis de concentragdo dos acidos p-cumarico
e ferulico obtidos em diferentes espécies de forrageiras.

Referéncia

Amostras estudadas

Faixa de concentracao

p-CUM

FER

»w O I 4 C O

(1]

(13]

Presente trabalho
(2008)

[46]

[15]

[55]

Bagaco de cana,
capim-elefante e
mandioca

Brachiaria brizantha e
Brachiaria humidicola

Cynodon nlemfuenses
cv. Florona , Cynodon
dactylon cv. Florakirk,
Panicum maximum cv.
Mombaga e Brachiaria
brizantha cv. Marandu

Medicago sativa,
Bromus inermis e
Panicum uirgatum

Bromus inermis Leyss,
Dactylis glomerata L. e
Phalaris arundinacea
L.

Festuca rubra L.,
Holcus mollis L,
Holcus lanatus L.,
Agrostis setacea
Curtis, Lolium perenne
L. e Bromus inermis
Leyss

0,33 a 20,33 pg/mg/MS

6,26 a 13,21 pg/mg/MS

3,63 a 9,04

mg/g peso seco

0,04 a 7,03 mg/g MO

2,17 a 3,91 g/Kg FDN

1,3 a 6,5 mg/g FDN

0,27 a 5,36 pug/mg/MS

2,52 a 4,43 pg/mg/MS

3,35a7,69

mg/g peso seco

0,06 a 5,62 mg/g MO

2,69 a 6,10 g/Kg FDN

1,9 a 4,9 mg/g FDN

p-CUM = &cido p-cumdrico; FER = &cido ferdlico; MO = matéria organica; MS = matéria seca; FDN = fibra de
detergente neutro

O presente trabalho, juntamente com os trabalhos publicados por

Deschamps & Ramos [11] e de Brito et al. [13], quantificaram os mesmos

acidos em amostras de forrageiras tropicais. Desta maneira, comparando 0s

trés estudos, observa-se que as faixas de concentracées dos acidos obtidos

em nossos estudos estdo em conformidade com os valores relatados por estes

autores. As variagdes entre as faixas de concentragcées destes trabalhos

podem ser relacionadas as diferentes espécies estudadas por cada autor, além

das diferencas de condi¢des de cultivos.
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Assim como Brito et al[13], o presente trabalho quantificou os acidos
ferulico e p-cumarico no género Brachiaria, cujas concentragées (TABELA 3.12
e 3.13 e FIGURA 3.19) variaram de 5,45 a 9,04 mg/g peso seco para acido p-
cumarico e de 4,60 a 7,69 mg/g peso seco para o acido ferulico. Nota-se que
as faixas de concentragbes dos acidos relatadas por Brito et al[13] (TABELA
3.14) foram mais amplas que as encontradas por n0s para 0 mesmo género.

As faixas de concentracdes obtidas em nosso estudo, também sao

comparaveis aos valores reportados referentes a outros paises.
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4 CONCLUSAO

No presente trabalho foi desenvolvida e aplicada uma metodologia de
extracdo, separacao e quantificacdo por HPLC de cinco acidos fendlicos:
ferdlico, p-cumarico, m-cumarico, o-cumdrico e cafeico, além do acido
chiquimico, que € um &cido organico intermediario do processo de formacao
dos acidos fendlicos.

A condicdo de separagdo no cromatografo foi obtida com eluicao
isocratica usando como fase mével acetonitrila/metanol/solu¢cdo aquosa H3;PO,4
pH 2,05 (13:12,5:74,5), fluxo de 1mL/min, tempo de corrida de 15 minutos e
detecgao por programagao de comprimento de onda.

No processo de extragcdo da amostra, foi proposto um novo método de
extracdo aplicando o ultra-som, onde a amostra foi extraida a temperatura
ambiente por 2 h. Este método mostrou-se mais rapido e reprodutivel se
comparado com a extracdo a temperatura programada utilizando o banho
ultratermostatico, que é o principal método reportado para tratamento de
amostras de forrageiras.

Foram realizados testes para avaliacio do método, aplicando
padronizacdo externa e padronizacdo interna, dentre eles avaliacdo da
resposta linear, limites de deteccdo e quantificagédo, repetitividade, precisao
intermediaria e recuperacao.

A padronizagdo interna, aplicando o acido m-cumarico como padrao
surrogate e o0 acido o-cumarico como padrao interno, apresentou menores
valores de limites de deteccdo e quantificagdo, além de maiores valores de
recuperacdo da amostra fortificada. Sendo assim, as 43 amostras de 4
espécies de forrageiras, folha e caule, foram quantificadas aplicando a
padronizagdo interna, onde todas as amostras analisadas apresentaram
concentracdes de acido p-cumarico e ferulico acima do limite de quantificacao
estabelecido para o método.

Desta forma, de acordo com os resultados apresentados, pode-se
concluir que a metodologia analitica implementada mostrou-se eficiente e
reprodutivel para andlise dos acidos &cidos ferulico e p-cumarico em amostras

de forrageira.
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5 PERSPECTIVAS DE TRABALHOS FUTUROS

O método desenvolvido no presente trabalho mostrou-se eficaz na
extracdo e quantificagdo dos &cidos ferulico e p-cumarico, podendo ser
aplicado em outras amostras de forrageiras, bem como em outras espécies de
vegetais.

Aplicando essa metodologia a outras amostras de forrageiras, pretende-
se correlacionar as concentragbes dos &cidos ferulico e p-cumarico
encontradas nestas amostras com componentes quimico-bromatolégicos,

digestibilidade e carboidratos estruturais.
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