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RESUMO

Na literatura cientifica ha evidéncias de que o consumo de alimentos ricos em
compostos fendlicos esta associado a diminuicdo de doencgas crénico-degenerativas,
tais como doencas cardiovasculares, neurodegenerativas e alguns tipos de cancer.
Essas doencas possuem a sua etiologia relacionada ao estresse oxidativo e
nitrosativo. Por hipGtese, os compostos fendlicos presentes nos alimentos seriam
capazes de auxiliar na manutencdo do equilibrio redox no organismo, através da
desativacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS). Neste
contexto, o conhecimento do perfil completo de compostos fendlicos presentes nos
alimentos é de grande relevancia para a compreensao do papel desses compostos
para a saude humana. Atualmente as duas técnicas mais utilizadas para quantificar
0os compostos fendlicos sdo a espectrofotometria, utilizando o método Folin-
Ciocalteu, e a a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detector de
arranjo de diodos (DAD). O método Folin-Ciolcateu possui como principal limitacéo a
sua grande susceptibilidade a interferentes presentes nos alimentos, 0 que acarreta
superestimacdo nos resultados de compostos fendlicos totais. Os métodos
baseados em HPLC-DAD possuem como principal limitante o grande nimero de
coeluicbes observado no cromatograma obtido durante a separacdo desses
compostos, o que impossibilita a quantificagdo de maneira confiavel. Além disso, a
HPLC-DAD possui limites de deteccao e quantificacdo elevados, permitindo apenas
a quantificacdo dos compostos fendlicos majoritarios. Com o objetivo de superar
essas limitacBes, nesse trabalho foi validado um método de HPLC acoplada a
espectrometria de massas de alta resolucao. A validacao foi conduzida utilizando 10
padrées de compostos fendlicos, nhomeadamente: acido galico (padrdo interno),
acido hidroxibenzéico, catequina, epicatequina, &cido clorogénico, acido cafeico,
acido cumarico, acido ferulico, rutina e quercetina-3-O-glicosideo. Os seguintes
parametros analiticos foram avaliados: linearidade, limites de deteccdo (LD) e
quantificacdo (LQ), repetibilidade e recuperacdo. O método apresenta boa
linearidade (R* > 0,99) e baixos limites de deteccdo (0,02-1,73 mg.L?) e
quantificacédo (0,07- 5,24 mg.L™). Esses valores de LD e LQ sdo cerca de 2 a 30
vezes menores do que aqueles obtidos pelo método de HPLC-DAD, o qual foi
utilizado como referéncia nesse trabalho. Os resultados de recuperacdo foram
aceitaveis para os trés niveis de concentracao testadas, variando de 65 a 123%. Os
resultados de repetibilidade, estimados pelas triplicatas das recuperacoes, variaram
de 2 a 13%. Por fim, o método validado foi aplicado em uma amostra de maca e
foram quantificados os dois compostos fendlicos majoritarios, epicatequina e acido
clorogénico os quais apresentaram concentracdes similares ao do método de
referéncia HPLC-DAD e ao relatado na literatura. Assim, o método validado nesse
trabalho pode ser utilizado para a quantificacdo de compostos fendlicos em
alimentos, com a grande vantagem de nao apresentar as coeluicdes apresentadas
no método convencional de quantificacéo.

Palavras-chave: Compostos bioativos. Frutas. Saude.



ABSTRACT

In the scientific literature there is evidence that the consumption of foods rich in
phenolic compounds is associated with the decrease of chronic-degenerative
diseases, such as cardiovascular diseases, neurodegenerative diseases and some
types of cancer. These diseases have their etiology related to oxidative and
nitrosative stress. By hypothesis, the phenolic compounds present in foods would be
able to assist in the maintenance of the redox balance in the organism, through the
deactivation of reactive oxygen species (ROS) and nitrogen (RNS). In this context,
knowledge of the complete profile of phenolic compounds present in foods is of great
relevance for understanding the role of these compounds in human health. Currently
the two most used techniques to quantify phenolic compounds are
spectrophotometry, using the Folin-Ciocalteu method, and high performance liquid
chromatography (HPLC) with a diode array detector (DAD). The Folin-Ciolcateu
method has as main limitation its great susceptibility to interferents present in food,
which causes overestimation of the results of total phenolic compounds. The HPLC-
DAD-based methods have as main limitation the large number of coelutions
observed in the chromatogram obtained during the separation of these compounds,
which makes it impossible to quantify in a reliable way. In addition, HPLC-DAD has
high detection and quantification limits, allowing only the quantification of the major
phenolic compounds..Currently, the most widely used technique for quantifying
phenolic compounds in foods is high performance liquid chromatography (HPLC)
with a diode array detector (DAD). The major limitation of this technique is the large
number of coelutions observed in the chromatogram obtained during the separation
of these compounds, which makes it impossible to quantify in a reliable manner. In
addition, HPLC-DAD has high detection and quantification limits, allowing only the
guantification of major phenolic compounds. In order to overcome these limitations,
an HPLC method coupled with high resolution mass spectrometry was validated in
this work. The validation was carried out using 10 standards of different classes of
phenolic compounds, namely gallic acid (internal standard), hydroxybenzoic acid,
catechin, epicatechin, chlorogenic acid, caffeic acid, coumaric acid, ferulic acid, rutin
and quercetin-3-O- glycoside. The following analytical parameters were evaluated:
linearity, limits of detection (LD) and quantification (LQ), repeatability and recovery.
The method has good linearity (R*> > 0.99) and low detection limits (0.02 - 1.73 mg.L"
!y and quantification (0.07 - 5.24 mg.L™). These LD and LQ values are about 2 to 30
times lower than those obtained by the HPLC-DAD method, which was used as
reference in this work. The recovery results were acceptable for the three
concentration levels tested, ranging from 65 to 123%. The repeatability results were
estimated by the triplicates of the recoveries, and these values ranged from 2 to
13%. Finally, the validated method was applied in an apple sample and the two major
phenolic compounds, epicatechin and chlorogenic acid, were quantified, which
presented similar concentrations to the HPLC-DAD reference method and to that
reported in the literature. Thus, the validated method in this work can be used for the
guantification of phenolic compounds in foods, with the great advantage of not
presenting the coelutions presented in the conventional method of quantification.

Keywords: Bioactive Compounds. Fruits.
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1 INTRODUCAO

O consumo de frutas e vegetais esta relacionado a diminuicdo do risco de
surgimento de algumas doencas cronico-degenerativas, tais como doencas
cardiovasculares e alguns tipos de cancer (1, 2). Por hipétese, os compostos
fendlicos presentes nesses alimentos sao 0s responsaveis por esse efeito benéfico a
saude. Os mecanismos envolvidos na prevencao dessas doencas ainda nao foram
totalmente elucidados, mas de maneira geral, envolve a reducdo ou inibicdo de
reacOes oxidativas, induzidas pelo excesso de espécies reativas de oxigénio (ROS)
e de nitrogénio (RNS) durante o estresse oxidativo e/ou nitrosativo (3).

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios de plantas, ou seja, sdo
produzidos em momentos de estresse, e ndo séo utilizados no seu crescimento ou
desenvolvimento. Os compostos fendlicos sdo caracterizados pela presenca de um
anel aromatico contendo um ou mais grupos hidroxila ligados em sua estrutura. Na
literatura j& foram relatados mais de 8000 compostos fendlicos. Estes compostos
estdo normalmente associados a aclUcares e sao classificados em dois grandes

grupos: flavonoides e néo flavonoides (1, 4).

A compreensdo da importancia e dos mecanismos de acdo dos compostos
fendlicos no organismo humano depende essencialmente do conhecimento do perfil
quali e quantitativo desses compostos nos alimentos. A determinacdo dos
compostos fendlicos em alimentos sempre foi um desafio, devido a diversidade
estrutural, complexidade da matriz, e da interacdo desses compostos com outros

componentes celulares (5).

Para determinar a concentracdo dessa classe de compostos nos alimentos ja
foram utilizados diferentes técnicas com destaque para a técnica
espectrofotométrica de Folin-Ciocalteu e a técnica de HPLC-DAD (do inglés: High
Performance Liquid Chromatography - Diode Array Detector), sendo a uUltima a mais
utilizada atualmente. A primeira técnica é baseada na oxi-reducédo de elétrons dos
compostos fenolicos presentes nos alimentos para o reagente Folin-Ciocalteu,
gerando Oxidos azuis que absorvem em 765 nm, o que torna possivel a
quantificacdo por espectrofotometria (6). Este método possui as vantagens de ser

simples e barato. Porém, € muito susceptivel a interferentes presentes na matriz, o
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que acarreta uma superestimacéo dos resultados (7). A segunda técnica se baseia
no principio da cromatografia, que permite separar os compostos de acordo com sua
interacdo com a fase estacionaria e movel e detecta-los por sua absorcéo na regiao
do UV-vis. A técnica de HPLC-DAD possui a vantagem de separar 0S compostos
individualmente, ndo trazendo apenas um dado sobre a concentracdo total de
compostos fendlicos, mas sim, uma quantificacdo individual. Entretanto, esta possui
algumas desvantagens, tais como a coeluicdo de varios compostos fendlicos e,
também, os altos limites de deteccdo e quantificacdo que por vezes inviabiliza a

determinacdo de algumas classes de compostos fendlicos presentes nos alimentos

(8).

Uma alternativa as duas técnicas relatadas previamente € a unido das
técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia com a espectrometria de massas,
visto que esta € bem estabelecida, pois permite analisar amostras complexas como
alimentos, tornando as andlises cada vez mais confiaveis (9). Isso traz algumas
vantagens, pois ao utiliza-la aliada a técnica de cromatografia, os dados gerados sé&o
mais confiaveis visto que eliminam os falsos positivos na identificacdo dos
compostos (10). Além disso, a unido das duas técnicas torna viavel resolver
problemas de coelui¢éo, visto que o processamento dos dados pode ser feito com a
ferramenta de extracdo da razdo massal/carga de cada composto gerando um
cromatograma extraido individual. Ainda, como principal vantagem tem-se a alta
sensibilidade do espectrometro de massas, 0 que produz baixos limites de deteccéo

e guantificacdo (8).

Apesar dessas vantagens, ha poucos trabalhos na literatura relatando a
aplicacdo da HPLC-MS para quantificacdo de compostos fenélicos em alimentos.
Para ter uma ideia da dimensdo, em uma pesquisa na base de dados Web Of
Science com a palavra-chave “phenolic compounds”, um total de 63 mil resultados
foram encontrados. Quando a pesquisa foi refinada, buscando apenas os trabalhos
que utilizaram a espectrometria de massas, com a palavra-chave “HPLC-MS”,
encontrou-se apenas de 650 resultados, ou seja, cerca de 1% do total . Assim, neste
trabalho sera apresentada a validacdo de um método de quantificacdo de compostos
fendlicos utilizando a unido das técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia e

a espectrometria de massas de alta resolucao.
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2 OBJETIVO

O objetivo geral deste trabalho foi validar um método analitico para quantificar
compostos fendlicos em alimentos utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia
associada a espectrometria de massas de alta resolucéo, atendendo a necessidade
do laboratério de antioxidantes naturais do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos.

Para atingir este objetivo, o trabalho subdividiu-se nos seguintes objetivos
especificos: (1°) pesquisa na literatura sobre os métodos de determinacdo de
compostos fendlicos publicados, (2°) otimizacao das condi¢des do espectrobmetro de
massas, (3°) validacdo do método de quantificacdo de compostos fendlicos
utilizando 10 padrdes, onde foram avaliadas os seguintes parametros: linearidade,
limites de deteccao e quantificacdo, repetibilidade e exatidao (através de testes de
recuperacao), (4°) aplicacdo do método validado em amostra de maca.

13



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 COMPOSTOS FENOLICOS

3.1.1. Estrutura quimica e fontes

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundérios de plantas (4). Eles séo
classificados em dois grandes grupos: flavonoides e nao-flavonoides, cujas

estruturas estdo demonstradas na Figura 1 e nas Tabelas 1 e 2.

Figura 1 — Estrutura geral dos flavonoides

Fonte: PubChem.

Tabela 1 - Estrutura quimica dos flavonoides e alguns exemplos

(continua)
Flavonoide Substituicéo Composto
Flavonol 3,5,7,3,4 - OH Quercetina
3,5,7,4 — OH Kaempferol
57,34 -0H; 3 - Rutina
rutinose
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Tabela 1 — Estrutura quimica dos flavonoides e alguns exemplos

(continuacao)

Flavonoide Substituicao Composto
Flavanol 3,5,7,3,4 - OH Catequina
3,5,7,3,4 - OH Epicatequina
o)
O 5,7,3,4 —0OH; 3 - Catequina 3-O-glicosideo
OH O-glicosideo
Flavona
O @) O 5,74 — OH Apigenina
0
5,4 —OH; 7- o
Flavanona _ Naringina
rhamnoglicose
3,5,3 —OH; 4 - .
_ Hesperidina
O OCHg; 7 - rutinose
O 5,74 — OH Naringenina
O H L - .
3,5,7,3,4 —OH Taxifolin
Isoflavona
5,74 — OH Genisteina

15



Tabela 1 — Estrutura quimica dos flavonoides e alguns exemplos

Flavonoide

Substituicao

Composto

Antocianidinas
+
o] O
O )
ZoH

3,5,7,3,4 — OH

Cianidina

Fonte: O autor, 2018.

(concluséo)

Tabela 2 - Estrutura quimica dos acidos fendlicos (ndo-flavonoides)

Acidos fendlicos R1 R> R3 R4 Composto
Acidos Hidroxibenzoicos H H OH H Acido p-
hidroxibenzobico
H OH OH OH Acido galico
H OH OH OH Acido
protocatecuico
H OCHjs OH H Acido vanilico
OH H Acido p-cumarico
H H OH OH Acido caféico
H H OH OCHs Acido ferulico
H OCHjs OH OCHs3 | Acido sinaptico
Acidos H H OH H Acido 4-
Hidroxifenilacéticos hidroxifenilacético
H OH H H Acido 3-
hidroxifenilacético
OH H H H Acido 2-
hidroxifenilacético
H H OH OCH3; Homovanilico

Fonte: PubChem.
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Os flavonoides englobam o maior nimero de compostos fendlicos, estando,
portanto, presente em diversos alimentos e sdo caracterizados por possuirem 15
carbonos (C6-C3-C6) em sua estrutura. Esta classe é ainda subdividida em
flavondis, o grupo mais amplamente distribuido no reino vegetal, exceto em algas,
como o kaempferol e a quercetina; flavonas, como a apigenina, encontradas em
algumas ervas; flavan-3-6is, como a catequina e epicatequina, presentes em chas e
chocolates; antocianidinas, responsaveis pela coloracdo acentuada dos alimentos
onde estao presentes, por exemplo, em uvas, como a malvidina; flavononas, como a
herperidina, encontradas em frutas citricas e as isoflavonas, como a daidzeina,
encontrada exclusivamente em leguminosas, como a soja. J4 a classe dos nao
flavonoides séo caracterizados por um grupo aromatico com estruturas: C6-C1, os
acidos fendlicos, como os acidos galico e elagico, encontrados em frutas vermelhas,
como morangos, framboesas e mirtlo e em chas preto e verde; C6-C3, os
hidroxicinamatos, como os acidos cafeico e cumarico, encontrados em macas e
cereais; e C6-C2-C6, os estilbenos, como o resveratrol, encontrado em uvas e seus

derivados e amendoim (1).
3.1.2 Efeitos benéficos a salde humana

O consumo de frutas e vegetais esta relacionado a diminuicdo do risco de
surgimento de algumas doencgas cronico-degenerativas, tais como doencas

cardiovasculares e alguns tipos de cancer (1, 2).

O mecanismo de acdo dos compostos fendlicos na diminuicdo da incidéncia
de doencas crbnico-degenerativas € através da sua caracteristica antioxidante —
devido a ressonancia do anel aromatico presente na estrutura destes compostos —
pois ao reagirem com os radicais livres no organismo, formam radicais que ndo sao
reativos o suficiente para propagar a reacdo em cadeia que seria prejudicial as

células (6).

A ingestdo de alimentos é a principal fonte dessa classe de compostos no
organismo e por isso se torna interessante o conhecimento do perfil de compostos
fendlicos nestes para possibilitar correlacionar a sua presenca com seu efeito
benéfico a saude (5). O café € uma das principais fontes da ingestdo de compostos

fendlicos e no Japdo o cha verde é responsavel por 34% do consumo destes
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compostos em bebidas. H& estudos que evidenciam que o galato de
epigalocatequina, presente no cha verde, pode ser o responsavel pela inducdo da
apoptose em tumores cancerigenos (1, 12). Macds sdo uma importante fonte de
flavondis como quercetina-3-O-glicosideo e flavan-3-6is como a epicatequina, que
na industria da sidra, bebida alcodlica produzida pela fermentacdo de macas, além
de promover efeitos benéficos a salde conta com aspectos sensoriais como sabores
adstringentes. O principal composto fendlico encontrado em macés € o acido 5-O-

cafeiolquinico (acido clorogénico) (1).
3.2 METODOS DE QUANTIFICAGAO DE COMPOSTOS FENOLICOS
3.2.1 Método espectrofotométrico Folin-Ciocalteu

O reagente Folin-Ciocalteu é uma mistura de acidos fosfomolibidico e
fosfotingstico, onde ambos os metais encontram-se no estado de oxidagcdo +VI.
Para que a reacdo ocorra, 0os compostos fendlicos devem estar na forma de
fenolato, o que € conseguido pela utilizacdo de um meio reacional contendo
carbonato de sddio. Nessa condi¢cdo ocorre uma reacdo de oxi-reducdo entre os
compostos fendlicos e o reagente de Folin-Ciocalteu, gerando éxidos azuis com
absorcdo maxima a 765 nm. Este método € o mais largamente utilizado, pois €
simples e gera resultados reprodutiveis, entretanto, estd sujeito a interferentes. O
Folin-Ciocalteu pode reagir com qualquer espécie facilmente oxidavel presente no
meio, gerando resultados superestimados. Soma-se a isso o fato de gerar um
resultado da concentracdo total de compostos fenodlicos, e nenhuma informacéo
sobre a concentracao individual. Por exemplo, no trabalho de Escarpa e Gonzélez
(2001), foram encontradas no método Folin-Ciocalteu concentracbes de compostos

fendlicos 5 vezes superiores aquelas encontradas pelo método HPLC-DAD (6, 7).

3.2.2 Método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de

Arranjo de Diodos

Analisando os trabalhos publicados na literatura que utilizam como forma de
determinacdo de compostos fendlicos a HPLC-DAD, observa-se duas grandes
dificuldades: (1°) devido & complexidade tanto da matriz quanto da composicdo da

amostra, h4 um grande numero de coeluicbes dos compostos fendlicos, o que
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dificulta a sua quantificacdo (13, 14, 15), e (2°) o método é pouco sensivel,
apresentando elevados limites de deteccao e quantificagao.

Em geral, o tipo de coluna cromatografica utilizada nos métodos para
identificacdo e/ou quantificacdo desta classe de compostos é de fase reversa,
majoritariamente colunas de octadecilsilano (C18). J4 a fase moével deste tipo de
analise € uma solucdo aquosa, podendo possuir algum aditivo que auxilie na
separacdo dos compostos, como os acidos formico ou acético, juntamente com um
gradiente de uma fase mével organica, como acetonitrila ou metanol com estes
mesmos aditivos. No aspecto dos detectores, o mais utilizado é o detector de arranjo
de diodos (DAD), pois permite uma varredura completa da absor¢do dos compostos

na regido do UV-vis, sendo a faixa mais utilizada de 200 a 800 nm (5).

Por estes motivos, o HPLC é considerado um método versatil, preciso, e de

relativo baixo custo.

3.2.3 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas € uma técnica analitica amplamente utilizada na
a identificacdo e também na quantificacdo de compostos de diferentes classes
quimicas (8). Um espectrdmetro de massas possui quatro partes fundamentais,
nomeadamente: (1) fonte de ionizacéo, onde os ions sdo gerados, (2) um analisador
massas onde o0s ions gerados sdo separados de acordo com a sua razao
massa/carga (m/z) e um detector (Figura 2). Este equipamento opera sob vacuo,
salvo algumas fontes de ionizacdo que operam a pressao atmosférica. A introducéo
da amostra no equipamento pode se dar de forma direta ou apds separacdo

mediante o uso de técnicas cromatogréficas (8, 16).

Figura 2 - Diagrama de blocos de um espectroGmetro de massas

Introdugéo Fonte de Analisador

da amostra ions de massas Detector

Fonte: SKOOG.
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3.2.3.1 Fontes de ionizacéo

A fonte de ionizacdo € o local onde os analitos da amostra sao transferidos
para a fase gasosa e ionizados. Existem diversos tipos de fontes de ionizacéo,
sendo os mais utilizados o impacto eletrénico (El), a ionizacdo quimica a presséo

atmosférica (APCI), e electrospray (ESI) (16).

Na ionizacao por electrospray, a amostra € introduzida através de uma agulha
capilar que com o auxilio de gas (N;), € nebulizada. Uma alta voltagem € aplicada e
consequentemente é formado o cone de Taylor. Posteriormente, as gotas sdo
dessolvatadas com o auxilio do gas secante (N,). Pela perda do solvente, a
densidade de cargas da gota aumenta e ocorre a explosdo Coulombica gerando
ions na fase gasosa, 0s quais sdo conduzidos até o analisador de massas (8, 16).
No modo de ionizagdo negativo sdo formados ions do tipo [M-H] pela
desprotonacado do analito ou adutos com anions como cloreto, nitrato ou acetato. No
modo de ionizac&o positivo sdo formados ions do tipo [M+H]* ou adutos com céations
como sadio, amdnio ou potassio (10). O modo escolhido para operacéo da fonte de
ionizacdo depende estrutura quimica da molécula a ser ionizada, avaliando qual
gera uma analise mais sensivel. Como a forma de ionizacédo é branda, ndo devem,
na maior parte dos casos, ocorrer fragmentacbes na fonte. Pela ionizacdo ser
realizada a pressdo atmosférica, pode ser acoplada a um cromatografo a liquido de
alta eficiéncia. A grande desvantagem dessa fonte € sua susceptibilidade a
supressao ionica, gerando uma reducao na sensibilidade. Trata-se de um efeito de
matriz muito comum, onde h& a competicdo de componentes da matriz que coeluem

com 0s compostos a serem analisados (17).
3.2.3.2 Analisadores de massa

Os analisadores de relacdo massa/carga Sao 0s responsaveis por separar 0s
ions gerados na fonte de ionizacéo para posterior detec¢do. Dentre os analisadores
mais comuns estdo o quadrupolo, o tempo de voo (TOF — do inglés: Time of Flight),
o0 quadrupolo ion trap (QIT — do inglés: Quadrupole lon Trap) ou ainda, a versao
hibrida que consiste em juntar dois analisadores para obter uma melhor resolucao
(8, 16).
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O principio do analisador por tempo de voo € separar moléculas de acordo
com a diferenca de tempo entre o pulso inicial e o pulso gerado quando o ion chega
ao detector. Quando os ions saem da regido de aceleracdo, eles possuem energia
cinética igual, porém, velocidades diferentes de acordo com sua relacdo m/z,
consequentemente, terdo tempos de voo distintos, possibilitando a separacdo. A
conversdo de tempo em massa € dada pela inje¢cdo de um calibrante, que contém
ions com massas conhecidas. No TOF de alta resolucéo é utilizado um refletor que
permite a correcdo das velocidades iniciais, pelo fato de que um ion mais leve e
consequentemente mais rapido, penetra mais profundamente no campo e com isso,

sua trajetoria € maior, levando um tempo de voo maior até o detector (8, 16).

O quadrupolo consiste em quatro hastes posicionadas em paralelo e ligadas
eletricamente em pares, com sinais opostos e amplitudes iguais, combinando
corrente direta e radiofrequéncia, o que faz com que em determinados valores
previamente estipulados, somente ions com uma faixa de razdo m/z restrita
consigam atravessa-lo, e os demais sdo ejetados ndo chegando até o detector,
agindo como uma espécie de filtro de ions (8, 16).

A forma hibrida de um analisador de massas é o Q-TOF, que une as
vantagens do tempo de voo (TOF) e do quadrupolo, conforme demonstrado na

Figura 3 (ver pagina seguinte) (8, 16).
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Figura 3 - Esquema de um espectrometro de massa com analisadores
tipo Quadrupolo/TOF

Reflectron
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\\ Heater Dual lon Funnel Hexapole sas Supply = =
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Fonte: adaptado de BRUKER.
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4 METODOLOGIA
4.1 MATERIAIS
4.1.1 Reagentes e padrdes

Acetonitrila grau HPLC (J.T. Baker), metanol grau HPLC (J.T. Baker), acetato
de sdédio trihidratado P.A (Neon), acido férmico P.A. (Merck), &cido cloridrico 6M
(Neon), carbonato de sodio anidro (Dinamica), Folin-Ciocalteu (Fator 1). Agua
ultrapura (Milli-Q) foi produzida por sistema Millipore (Bedford, USA). Os filtros
utilizados para filtrar as fases moveis foram acetato de celulose (Sartorius) e PTFE
(Sartorius Stedim). Para as amostras aquosas foram utilizados filtros de seringa do
tipo PTFE-hidrofilico (0,22 um) (Allcrom). Os padrdes analiticos dos compostos
fendlicos (acido galico, &cido hidroxibenzobico, catequina, epicatequina, &cido
clorogénico, acido cafeico, &cido cumarico, acido ferulico, rutina e quercetina-3-O-
glicosideos) foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Para a limpeza foram utilizados
cartuchos SPE Oasis® MAX, 30 mg (mixed-mode anion-exchange and reversed-
phase solvent) da Waters (Milford, USA).

4.1.2 Amostras

O método foi aplicado em uma amostra de maca. A maca Fuji foi adquirida no

supermercado Zaffari em Porto Alegre (maio de 2018).
4.2 METODOS
4.2.1 Preparo das solucdes-estoque

As solucbes-estoque dos dez padrdes fendlicos foram preparadas na

concentracéo aproximada de 1000 mg/L™* em metanol (J.T. Baker).
4.2.2 Preparo das curvas analiticas

As curvas analiticas foram construidas a partir da analise de sete pontos nas
faixas de concentragdo descritas na Tabela 3. Os pontos da curva analitica foram

preparados a partir da diluicdo dos padrdes na fase movel A (dgua acidificada com
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0,5% de &cido férmico). A cada ponto foi adicionando o acido galico como padréo
interno (2 mg.L™).

Tabela 3 - Faixas de concentracdo das curvas analiticas e concentracao

das solugfes-estoque dos padrdes de compostos fendlicos

Padréo Fendlico Faixa de concentracdo | Concentragdo da

(mg.L™Y) solucéo estoque
Acido ferdlico 0,15-11 1000
Acido cafeico 0,063 - 4,1 1040
Acido cumarico 0,10-6,0 1000
Acido clorogénico 0,038 - 8,0 1000
Acido hidroxibenzoico 1,1-13 1080
Quercertina-3-0-glicosideo 0,073 -23 900
Epicatequina 0,073 -15 1000
Catequina 0,10-10 1020
Rutina 0,073 -5,0 1000

Fonte: O autor, 2018.

4.3 EQUIPAMENTOS E CONDICOES DE OPERACAO

Os compostos fendlicos foram separados por cromatografia a liquido de alta
eficiéncia em um HPLC da Shimadzu, contendo duas bombas (20AD), um injetor
automatico (SIL-20A), um desgaseificador (DGU-20A3), um forno (CTO-20A). Este
equipamento contava com um detector de arranjo de diodos (SPDM-20A). Também
tal equipamento estava acoplado, na sequéncia, a um espectrdmetro de massas

Bruker microTOF Il, com fonte de ionizacéo por electrospray (ESI).

A separagdo dos compostos fenolicos foi realizada em uma coluna Cig
Synergi Phenomenex (250 mm x 4,6 mm x 4 um), com um fluxo de 0,7 mL/min™ e

temperatura de 29 °C. A fase moével A foi composta de dgua e a fase movel B
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acetonitrila, ambas acidificadas com 0,5% de &cido formico. Os compostos fendlicos
foram separados utilizando o gradiente de eluicdo apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 - Gradiente de eluic&o utilizado no método HPLC-ESI-MS

Tempo (minutos) Porcentagem da fase | Porcentagem da fase

movel A movel B
0,01 99 1
50 50 50
55 1 99
60 1 99
62 99 1
67 99 1

Fonte: O autor, 2018.

4.3.1 Avaliacao preliminar das condi¢cfes operacionais do espectrémetro de

massas

Um total de nove padrdes fendlicos (catequina, rutina, quercetina-3-O-
glicosideo e os acidos galico, hidroxibenzoico, cumarico, clorogénico, cafeico e
feralico) foram utilizados para realizar a otimizacao das condi¢cdes do espectrometro
de massas. O efeito da voltagem do capilar, de 1000 a 6000 V, sobre a acuracia e

intensidade do sinal foi avaliada.

Apés essa rapida avaliacdo preliminar, o espectrdbmetro de massas foi
operado no modo negativo, sendo as demais condi¢des, as seguintes: dry gas = 310
°C e fluxo de 8 L.min, voltagem do capilar = 3000 V, pressdo do gas nebulizador =
4 bar.

4.4 QUANTIFICACAO

A quantificacdo foi realizada por padronizacéo interna utilizando as curvas
analiticas dos 9 padrbes de compostos fendlicos e o acido galico como padrdo

interno.
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4.5 VALIDACAO DO METODO

O método validado foi baseado no método de determinacdo de compostos
fendlicos descrito por Chisté and Mercadante (2012) (18). A validacao foi realizada
utilizando 10 padrées analiticos, nomeadamente: 4cido galico (padréo interno), acido
hidroxibenzdico, catequina, epicatequina, &cido clorogénico, acido caféico, acido
cumarico, acido ferulico, rutina e quercetina-3-O-glicosideo. Os parametros de
validacéo analisadas foram linearidade (R?), limites de deteccédo (LD) e quantificacédo

(LQ), repetibilidade e recuperacéo.

4.5.1 Limites de deteccao e quantificacéo

Os limites de deteccéo e quantificacdo foram calculados através da Equacao

1 e 2, respectivamente (19).

S
LD =33x < (1
x < (D

LQ=10x§(2)

Onde s € o erro-padréo da curva analitica e S é a inclinacdo da mesma.

4.5.2 Exatidéo e repetibilidade

A exatiddo do método foi avaliada por testes de recuperacao, nos quais foram
preparadas solucbes com concentracbes conhecidas dos diferentes padrdes
analiticos: baixa, média e alta, da faixa de uso do método. Para a recuperacao foram
executados 3 experimentos independentes, sendo os resultados utilizados para

estimar a variabilidade do método.
4.6 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS

A identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos foi realizada
utilizando as informacgdes de os tempos de retencéo (tr), comprimentos de onda de
absorcdo méxima no UV-vis (1), a massa acurada (MS) e as caracteristicas de

fragmentacao (MS/MS) dos compostos fendlicos.
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4.7 ANALISE DOS DADOS

Os resultados iniciais de HPLC-MS foram primeiramente processados no
software Data Analysis® e posteriormente no software Quant Analysis®. Além disso,
o excel foi utilizado para a construgdo dos gréaficos das curvas analiticas. Para a
comparacao dos resultados obtidos por HPLC-MS e HPLC-DAD foi aplicado a
ANOVA, seguida do teste de Tukey.

4.8. UTILIZA(;AO DO METODO VALIDADO
4.8.1 Extracdo dos compostos fendlicos

A amostra de macga foi inicialmente cortada, congelada em ultrafreezer (T = -

80°C), liofilizada e depois triturada em um mini-processador de alimentos (Mondial).

A extracdo exaustiva jA era utilizada no laboratério de Antioxidantes
Naturais/ICTA em diversas matrizes. O procedimento consiste em colocar cerca de
0,1 g de amostra triturada em um tubo de ensaio e adicionar 5 mL de solucdo
metanol:dgua (8:2 v/v). Na sequéncia essa mistura é agitada em vortex (AP 56 -
Phoenix Luferco) durante 5 minutos. Posteriormente, a solucdo é centrifugada a
3000 g durante 10 minutos (4°C). O sobrenadante e ecolhido para realizacdo do

teste de exaustao.

O teste de exaustdo consistiu na transferéncia de 1 mL do sobrenadante em
um baldo volumétrico, e adicdo de 9 mL de 4gua destilada e 1 mL do reagente Folin-
Ciocalteu, e agitacdo. Ap6s quatro minutos, adicionou-se 10 mL de Na,CO3 7% e o
baldo foi avolumado. Nos extratos contendo compostos fendlicos, observou-se o
aparecimento da coloracdo azul. Como no quarto teste a coloracdo azul nado foi
observada, concluiu-se que o procedimento deveria ser realizado trés vezes para

garantir a extragao exaustiva desses compostos.

O procedimento de extracdo foi realizado em triplicata. Os sobrenadantes
foram recolhidos em um baldo e o metanol foi removido com o auxilio de um
evaporador rotatério. O extrato concentrado foi transferido para um baldo
volumétrico de 10 mL, adicionado 20 uL de padréo interno (4cido gélico com

concentracéo de 1000 mg/L™) e este foi avolumado com fase mével A. Uma aliquota
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foi retirada, filtrada com filtro seringa PTFE-hidrofilico (0,22 um) para vial e injetada
no HPLC-MS.

4.8.2 Purificacdo do extrato de compostos fendlicos

O extrato de compostos fendlicos da maca foi submetido a processo de
limpeza. Para isso fez-se a extracdo em fase solida (SPE), utilizando cartuchos MAX

(mixed-mode anion-exchange and reversed-phase).

O extrato de compostos fendlicos da maca foi inicialmente concentrado para a
remocdo do metanol presente. Essa etapa é fundamental para evitar a interferéncia
desse solvente na interacdo dos compostos fendlicos com o cartucho de SPE.
Porteriormente, o contetdo foi avolumado em um baldo de 10 mL com fase mével A
e uma aliquota de 1 mL foi acidificada com 34 uL de acido cloridrico 38%(m/v) e foi
transferida para o cartucho, que foi previamente ativado com 1 mL de metanol e
condicionado com solucdo de acetato de sbédio 50 mM (com pH 7,0).
Posteriormente, foi realizada a etapa de lavagem da amostra, para retirada de
interferentes, com uma solucdo de acetato de sodio 50 mM (pH 7,0) com 5% de
metanol. Em seguida, os compostos fendlicos foram eluidos com 1800 pL de
metanol acidificado com 2% de &cido formico e recolhidos em frasco ambar. Este
extrato purificado foi concentrado e reconstituido em 1 mL de fase mével A, filtrado
com filtro seringa PTFE-hidrofilico (0,22 um) e analisado por HPLC-MS (21).

28



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OTIMIZACAO DA VOLTAGEM DO CAPILAR DO ESPECTROMETRO DE
MASSAS

Um total de nove padrbes de compostos fendlicos foram utilizados para
otimizar a voltagem do capilar da fonte ESI do MS. Como os compostos fendlicos
desprotonam mais facilmente do que protonam, o modo negativo foi escolhido para
a realizacao da otimizacdo. Esse experimento indicou que em voltagens até 2500 V,
a intensidade do sinal aumenta linearmente como o aumento dos valores de
voltagem, porém, os valores de intensidade de sinal sdo baixos. A partir do valor de
2500 V, os valores de intensidade de sinal continuam aumentando, com a diferenca
de que a taxa de aumento é muito superior. Esse aumento no sinal continua até

5000 V, onde comeca um decaimento na intensidade do sinal, conforme a Figura 4.

Além da intensidade do sinal, também foi avaliada a acuracia, demonstrada
na Figura 5. A analise conjunta da influéncia da voltagem sobre esse dois
parametros, permitiu chegar ao valor de 3000 V para a voltagem do capilar da fonte
ESI.
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Figura 4 - Grafico da intensidade do sinal versus a voltagem do capilar
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Fonte: O autor, 2018.

para os nove padrdes fendlicos
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Figura 5 - Grafico do acuracia versus a voltagem do capilar para os nove

padrdes fendlicos
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A aplicacdo da condicdo preliminar avaliada aos padrdes de compostos
fenolicos gerou a Tabela 5. A massa exata de cada composto fendlico foi obtida da
ChemSpider e diminuida da massa exata do hidrogénio, o qual é perdido pela
desprotonacao na fonte ESI. Uma analise desses resultados permite afirmar que o
equipamento apresenta uma elevada exatiddo, com os valores de erro (ppm) abaixo

de 5 ppm para todos os compostos fendlicos analisados.
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Tabela 5 - Massa exata e acurada dos compostos fendlicos, juntamente
com o erro obtido no sistema HPLC-ESI-QToF-MS

Composto Massa exata® (g.mol™) | Massa acurada | Erro (ppm)
(g.mol™)
Acido galico 170,02153 170,0217 1,2
Acido hidroxibenzéico 138,031693 138,0315 1,3
Catequina 290,079041 290,0778 4,4
Acido clorogénico 354,095093 354,0950 0,2
Acido cafeico 180,042252 180,0422 0,2
Epicatequina 290,079041 290,0778 4,4
Acido cumarico 164,047348 164,0477 2,1
Rutina 610,153381 610,1532 0,4
Quercetina-3- 464,09549 464,0969 3,1
glicosideo

Acido ferulico 194,057907 194,0572 3,6

Legenda: *ChemSpider.
Fonte: O autor, 2018

5.2 EXPERIMENTOS INICIAIS

As estruturas quimicas dos compostos fendlicos utilizados neste método
estdo demonstradas na Figura 6. Nas condicbes de operacdo do sistema HPLC-
DAD-MS ja otimizadas, foi possivel detectar e separar os padrbes de compostos
fendlicos testados, que estdo demonstrados na Figura 6. A partir da Figura 6 pode-
se observar que alguns padrdes fendlicos possuem o mesmo tempo de retencao, ou
seja, coeluem. No método HPLC-DAD, a coeluicdo € um problema, pois ndo permite
a quantificacdo destes compostos. Ja no meétodo desenvolvido, como o0s
cromatogramas gerados sdo cromatogramas extraidos com a razdo massa/carga

acurada de cada composto, este problema é eliminado.
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Figura 6 - Estrutura quimica dos padrdes de compostos fendlicos
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Fonte: PubChem.

Em uma primeira tentativa de validacdo foram construidas curvas analiticas
por padronizacdo externa, utilizando os padrbes epicatequina, catequina, rutina,
quercetina-3-O-glicosideo, e os &cidos ferulico, hidroxibenzdico, clorogénico, cafeico
e cumarico (Figura 6). A andlise dos resultados indicou uma baixa linearidade na
curva de alguns padrdes analiticos (0,41 < R? < 0,99). Essa baixa linearidade
provavelmente esta relacionada a variagdo na eficiéncia de ionizacdo inter-dia do
equipamento. Essa hipétese foi reforcada quando verificamos que 0s pontos
analiticos da curva produzidos no mesmo dia apresentavam linearidade, como
demonstrado na curva da epicatequina da Figura 7. Assim, verificamos a
necessidade de utilizar um padréo interno para corrigir essas variagées na resposta

do analito, resultado da variabilidade instrumental (21).
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Figura 7 - Cromatogramas de ion extraido dos padrdes fendlicos
injetados em HPLC-ESI-gToF-MS processados no DataAnalysis 4.3
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de padronizacgéo externa:
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mesmo dia no equipamento

12

1200000 -
y=115189x-9070,7 .-®
1000000 -~ R2=09973 ‘._.-".
800000 -
g 600000 °
g &
400000 - .
-
200000 -
L
O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10
Concentracdo (mg.L1)

Fonte: O autor, 2018.

35



O padréo interno escolhido foi o acido galico, pois € um composto fendlico,
apresenta elevada solubilidade na fase movel utlizada, ndo esta presente

normalmente em amostras de frutas, ioniza facilmente e é barato.
5.3 VALIDACAO DO METODO

A partir das areas dos picos do cromatograma de ion extraido de cada
concentracdo analisada foi possivel construir as curvas analiticas. As curvas
analiticas construidas por padronizacédo interna estdo demonstradas nas Figuras 10,
1l1e1l2.

Figura 10 - Curvas analiticas via padronizacéao interna dos padrdes
fendlicos:

A) acido ferulico B) catequina C) acido hidroxibenzéico D) acido clorogénico
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Figura 11 - Curvas analiticas via padronizagao interna dos padrdes fendlicos:

A) &cido cafeico B) rutina C) &cido cumarico D) quercetina-3-O-glicosideo.
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Figura 12 - Curva analitica via padronizacéo interna do padréo fendlico
epicatequina
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Fonte: O autor, 2018.

O método validado apresentou boa linearidade (R*> 0,99) nos intervalos de
concentracéo estudados, de acordo com parametros estabelecidos pelo Inmetro (R?

> 0,90) e Anvisa (R*> 0,99), conforme pode ser observado na Tabela 6 (19).
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Tabela 6 - Dados obtidos das curvas analiticas de padrdes fendlicos obtidos por HPLC-ESI-qToF-MS e HPLC-DAD.

Padréo Inclinag&o Intercepto LD? (mg/L) LQ" (mg/L) R
HPLC-DAD HPLC-MS HPLC-DAD HPLC-MS HPLC-DAD HPLC-MS HPLC-DAD HPLC-MS HPLC-DAD HPLC-MS
Acido ferdlico 1,79x10° 0,09 -1,01x10° 0,01 0,52 0,28 1,57 0,84 0,9956 0,9918
Acido cafeico 1,47x10° 1,37 -2,74x10° 0,02 0,18 0,03 0,53 0,08 0,9996 0,9934
Acido cumaérico 1,83x10° 0,26 -1,38x10* -0,02 0,28 0,14 0,85 0,43 0,9986 0,9903
Acido . 5
. 8,54x10 0,81 -2,53x10 0,01 0,97 0,04 2,93 0,11 0,9922 0,9952
clorogénico
Acido . 5
) ) ) 4,29x10 0,10 -7,31x10 -0,03 0,94 0,42 2,86 1,29 0,9984 0,9978
hidroxibenzdico
Quercertina-3-0O- 4 4
) . 6,32x10 0,95 -2,27x10 0,18 0,77 0,02 2,35 0,07 0,9993 0,9963
glicosideo
Epicatequina 2,12x104 0,94 -3,05X103 0,04 0,30 0,13 0,91 0,41 0,9989 0,9983
Catequina 2,16x10* 1,13 -5,17x10° -0,04 0,21 0,09 0,64 0,27 0,9995 0,9951
Rutina 4,18x10* 0,83 -5,16x10° 0,01 0,24 0,07 0,72 0,21 0,9923 0,9985

Legenda: °LD: limite de deteccéo” LQ: limite de quantificacéo ® R*: coeficiente de determinacdo. Fonte: O autor, 2018.
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Ao comparar os dois métodos, HPLC-DAD e HPLC-MS, através da Tabela 6,
observa-se que os limites de deteccéo e quantificacdo do método desenvolvido sdo
muito menores (cerca de 2 até 30 vezes) do que no método HPLC-DAD. Assim, o
método desenvolvido torna-se interessante na analise de amostras com baixos
niveis de compostos fendlicos na sua composicdo. Ainda, buscando por valores de
limites de deteccdo e quantificagdo em trabalhos reportados literatura, estes
apresentados na Tabela 7, observa-se que alguns sdo menores e outros maiores do

gue o método desenvolvido nesse trabalho (23, 24, 25).

Tabela 7 - Limites de deteccéo e quantificacédo de trabalhos relatados na

literatura

Composto LD (mg/L™Y) LQ (mg/L™)
Fendlico

Catequina | 0,09%| 0,03" | 0,06° | 0,166% | 0,27*| 0,10° | 0,07° | 0,502°

Acido cafeico |0,03%| 0,006° | 0,10° | 0,142% | 0,08%| 0,021° | 0,12° | 0,430°

Rutina 0,07%] 0,010° - 0,228% ] 0,212 | 0,035 - 0,692¢

Legenda: ®Este trabalho; ®Moreira e Dias (2018); “Padillha et al. (2017); ‘Pereira et al. (2010).
Fonte: O autor, 2018.



Tabela 8 - Recuperacéo e Repetibilidade do método analitico - ndo
determinado

Padrao Nivel | Concentracdo | Recuperacdo | Repetibilidade
(mg/L) (%) (%)
Catequina 1 11,00 85 6
2 1,53 96 5
3 0,31 123 4
Acido 1 5,00 90 11
clorogénico
2 1,50 77 3
3 0,10 77 4
Acido cafeico 1 5,51 83 7
2 1,50 82 2
3 0,15 74 3
Rutina 1 4,50 70 12
2 2,50 66 5
3 0,25 65 6
Quercetina-3-0O- 1 20,07 83 13
glicosideo
2 5,04 83 8
3 0,51 - -
Epicatequina 1 12,5 86 8
2 3,00 88 8
3 0,17 - -

Fonte: O autor, 2018.

Na Tabela 8 pode-se observar que a maioria dos valores estdo proximos
dentro da faixa de 80-115% de recuperacdo, o que é considerando aceitavel
segundo AOAC (26).
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A repetibilidade do método, estimada pelas triplicatas das recuperacdes, esta
entre 2 a 13%, proximo ao valor estabelecido pela AOAC (6%), indicando também

valores aceitaveis (26).
5.4 APLICACAO DO METODO

O método foi aplicado em uma amostra de maca do tipo Fuji. Esta foi extraida

exaustivamente e foi tentativamente purificada por extracdo em fase solida.

A extracdo da classe de compostos especifica que sera analisada é de
fundamental importancia, pois é esta que determina a precisdo e por vezes até é o

que viabiliza a andlise.

A limpeza €, muitas vezes, necessaria, pois evita o entupimento da coluna de
HPLC e da agulha de nebulizacdo do espectrometro de massas, apesar de que haja
uma etapa de limpeza antes e ap0s a utilizacdo do equipamento. Ainda esta etapa

tem a finalidade de retirar parte da matriz, diminuindo os seus provaveis efeitos.

Entdo, foi considerado o uso da etapa de limpeza na amostra para diminuir
este efeito. A limpeza realizada se deu através da extracdo em fase soélida, a qual
permite que 0S compostos a serem analisados sejam seletivamente retidos e
concentrados no eluato. Foi utilizado um cartucho especifico para este tipo de
analito, o cartucho MAX (mixed-mode anion-exchange and reversed-phase solvent),
especifico para compostos acidos, que é capaz de reter os analitos por meio de dois
mecanismos: por sua caracteristica polimérica e capacidade de troca i6nica dada
pela amina quarternaria, que sao posteriormente recuperados por um eluente
acidificado, no caso, metanol acidificado com 2% acido férmico. A estrutura quimica

deste cartucho esta demonstrada na Figura 13 (27).
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Figura 13 - Estrutura quimica do cartucho de SPE Oasis® MAX
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Fonte: Oasis®.

Os principais interferentes da amostra podem ser observados na Tabela 9.
Estes compostos competem com 0os compostos fendlicos na ionizacao realizada na

fonte de ionizacédo do espectrometro de massas.

Tabela 9 - Composicédo centesimal da maca

Componente Quantidade (g)
Agua 85,56
Proteinas 0,26
Gorduras 0,17
totais
Carboidratos 13,81
Fibras 2,4
Fonte: USDA.

A partir dos dados obtidos pelas amostras purificadas foi observado que
houve uma grande perda de algumas classes de compostos, como os acidos
clorogénicos. Por exemplo, o acido 5-cafeiolquinico (acido clorogénico), onde a
diminuicdo da area (cerca de 85%) deste composto esta demonstrada na Figura 12.
A hipétese € que por se tratar de um composto muito solavel, foi perdido na etapa de

lavagem da limpeza. Portanto, as condigbes de SPE devem ainda ser otimizadas
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para as diferentes classes de compostos fendlicos envolvidos ou devem ser

utilizadas outras técnicas de limpeza.

Figura 14 - Cromatogramas extraidos do acido 5-cafeiolquinico

sobrepostos, em azul sem SPE e em vermelho com SPE
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Fonte: O autor, 2018.

Como o método de limpeza deve ser otimizado, a amostra foi analisada
diretamente, com diluicdo de dez vezes, no sistema HPLC-MS. A amostra também
foi analisada no HPLC-DAD para comparacao dos valores das concentracdes dos
compostos fendlicos encontrados neste método e no método proposto (HPLC-ESI-
QToF-MS).

Foram detectados, em ambos 0s métodos, a catequina, epicatequina, acido 5-
cafeiolquinico e quercetina-3-O-glicosideo, conforme demonstrado na Figura 13.
Porém, os limites de quantificacdo de ambos os métodos ndo permitiram a
guantificacdo destes, com a excec¢ao da epicatequina e do acido 5-cafeiolquinico. Na
Tabela 10, estdo demonstradas as concentracbes encontradas dos compostos
fendlicos na amostra de maca, em ambos os métodos de quantificagdo. Pode-se

perceber que os valores sao proximos, demonstrando a validade do método. Além
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disso, os valores encontrados sdo compativeis com valores apresentados na
literatura, sendo eles: 59,53 mg de epicatequina e 95,09 mg de &cido clorogénico a
cada 100 g de amostra em base seca (29). O teste de Tukey demonstrou que o0s

valores de ambos os métodos sao similares.

Figura 15 - Cromatogramas de ion extraido dos compostos fendlicos
identificados na amostra de maca injetada em HPLC-ESI-qToF-MS
processados no DataAnalysis 4.3
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Fonte: O autor, 2018.

Tabela 10 - Comparacado da concentracdo da epicatequina e do acido
clorogénico na maca por HPLC-ESI-gToF-MS e HPLC-DAD

CONCENTRACAO (mg/100g DW?)

Composto HPLC-DAD HPLC-DAD HPLC-MS HPLC-MS
SEM SPE COM SPE SEM SPE COM SPE

Epicatequina 20,67 + 2,44 23,56 £ 5,47 23,73+8,20 | 15,27 +7,16

Acido 74,66 + 3,70 152+13,74 |60,99+2556| 1,88+6,55
clorogénico

Legenda: *DW: Dry Weight (Dry Basis). Fonte: O autor, 2018.

5.5 AVALIACAO PRELIMINAR DE CUSTOS

A avaliagédo de custos foi dada considerando o desenvolvimento de uma curva
analitica com 7 pontos e a triplicata de uma amostra. Os precos dos reagentes foram
baseados nas cotacdes da empresa Hexis, com a marca J.T. Baker (30). Os custos

derivados da etapa de limpeza da amostra, a extracdo em fase solida, ndo foram
44
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considerados visto que esta etapa néo foi utilizada na utilizacdo do método, somente

foi testada inicialmente.

Os padrbes das marcas Sigma-Aldrich e Fischer Scientific e as membranas
filtrantes da Sartorius (31, 32, 33).

Tabela 11 - Avaliacao de custos para o desenvolvimento do projeto

tecnoldgico
PARTE | - Reagentes

Reagentes Tamanho da Preco (R$) | Quantidade | Custo (R$)
embalagem utilizada
Acetonitrila 4L 118,25% 1L 29,56
(Grau HPLC)
Metanol (Grau 4L 59,972 144,4 mL 2,16
HPLC)
Acido formico 1L 247,41° 12 mL 0,49
(98-100%)
Acetato de 500 g 155,112 1,36 g 0,42
sodio tri-
hidratado
Acido cloridrico 1L 65,24 ° 0,102 mL 0,0067
PARTE Il - Padrbes
Padrdes Tamanho da Preco (R$) | Quantidade | Custo (R9)
embalagem utilizada
Acido gélico 100 mg 500,00° 10 50
Acido ferulico 5000 mg 333,00° 10 0,666
Acido cafeico 2000 mg 363,00° 10 1,815
Acido cumaérico 1000 mg 89,00° 10 0,89
Acido 250 mg 322,00° 10 12,88
clorogénico
Acido 50 mg 411,00° 10 82,2
hidroxibenzoico
Quercertina-3- 50 mg 1307,00° 10 261,4
O-glicosideo
Epicatequina 1000 mg 1119,00° 10 11,19
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Catequina

25 mg

1579,00°

10

631,6

Rutina*

5000 mg

47,72°

10

0,09544

Tabela 11 — Avaliagéo de custos para o desenvolvimento do projeto

tecnoldgico

PARTE Il - Materiais

Materiais

Tamanho da
embalagem

Preco (R$)

Quantidade
utilizada

Custo (R$)

Membrana de
acetato de
celulose 0,22
Mm

Caixa com 100 unid.

120,00¢

1

1,2

Membrana

filtrante acetato
de celulose 0,22

Mm

Caixa com 100 unid.

251,001

10

25,10

Membrana
Teflon (PTFE)
0,22 pym

Caixa com 100 unid.

490,001

4,90

Total

1116,15

Legenda: 2J.T.Baker (Hexis); "Sigma-Aldrich; ¢ Fischer Scientific; °Sartorius. Fonte: O autor, 2018.

Além dos gastos com reagentes e materiais, deve-se considerar gastos como

energia consumida dos equipamentos utilizados, conforme descrito na Tabela 12.

Os valores calculados tiveram como base o custo de energia (kWh) atual de R$ 0,61

para cada 1 kWh, conforme CEEE, empresa distribuidora de Porto Alegre (34).
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Tabela 12 - Avaliacdo de custos fixos

Equipamento Consumo Preco por Tempo Custo
(kWh) hora (R$) utilizado (h) (R$)

HPLC-ESI-qToF-MS 4,85 2,9585 11 32,54
Centrifuga 0,13 0,0793 15 0,12
Vortex 0,25 0,1525 0,75 0,11
Computador 0,25 0,1525 11 1,67
Lampada D2 (Deutério) 2,03 1,2383 11 13,62
Lampada W (tungsténio) 0,11 0,0671 11 0,74
- - - Total 48,8

Fonte: O autor, 2018.

Para se ter um valor mais aproximado do custo para cada amostra, se
considera que as analises que serdo repetidas serdo apenas as triplicatas de cada
amostra, ndo havendo o custo da curva analitica, visto que pode-se utilizar a curva
analitica para diversas andlises. Portanto, os calculos foram refeitos utilizando

apenas os custos das triplicatas das amostras, conforme Tabela 13 — partes |, Il e 11l

Tabela 13 - Avaliacao de custos para a andlise de uma amostra em

triplicata

PARTE | - Reagentes

Reagente Tamanho da | Preco (R$) Quantidade Custo (R$)
embalagem utilizada
Acetonitrila 4L 118,25 1L 29,56

(Grau HPLC)

Metanol 4L 59,97 144,4 mL 2,16
(Grau HPLC)

Acido férmico 1L 247,41 12 mL 0,49
(98-100%)

Acetato de sédio 500¢ 155,112 1,369 0,42
tri-hidratado

Acido cloridrico 1L 65,24 0,102 mL 0,0067
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Tabela 13 — Avaliacdo de custos para a analise de uma amostra em triplicata

PARTE Il - Materiais

Material Tamanho da | Preco (R%) Quantidade Custo (R$)
embalagem utilizada
Membrana de Caixa com 120,00¢ 1 1,20
acetato de celulose 100 unid.
0,22 m
Membrana filtrante | Caixa com 251,00¢ 3 7,53
acetato de celulose 100 unid.
Membrana Teflon Caixa com 490,00¢ 1 4,90
(PTFE) 0,22m 100 unid.
PARTE Ill - EQuipamentos
Equipamentos Consumo Preco por Tempo Custo (R$)
(kWh) hora (R$) utilizado (h)
HPLC-ESI-gToF-MS 4,85 2,9585 3,35 9,91
Centrifuga 0,13 0,0793 1,5 0,12
Vortex 0,25 0,1525 0,75 0,11
Computador 0,25 0,1525 3,35 0,51
Lampada D2 2,03 1,2383 3,35 4,15
(Deutério)
Lampada W 0,11 0,0671 3,35 0,22
(tungsténio)
- - - Total 60,87

Fonte: O autor, 2018.

O custo estimado da curva analitica e da triplicata das amostras resultou em

R$ 1164,95. Porém, se considera que a curva analitica possui estabilidade para que

possa ser utilizada para outras amostras. Portanto, o custo estimado da andlise da

triplicata de uma amostra se torna apenas R$ 60,87, que é considerado um valor

acessivel, levando em consideragéo o custo-beneficio da analise.
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6 CONCLUSAO

O método analitico para quantificacdo de compostos fendlicos, baseado em
HPLC-MS, foi validado e apresentou boa linearidade, baixos limites de deteccado e
quantificacdo, boa recuperacdo e repetibilidade. Além disso, foi aplicado com
sucesso na quantificagdo dos compostos fendlicos da maca.

Nesse contexto, 0 método validado nesse trabalho pode ser utilizado para a
quantificacdo de compostos fendlicos em macgd, com a grande vantagem de nao
apresentar as coelui¢cdes apresentadas no método convencional de quantificacéo e
também por possuir menores valores de limites de deteccdo e quantificacdo quando

comparado ao método por HPLC-DAD.

O custo da analise se torna acessivel uma vez que o0 equipamento de
espectrometria de massas € adquirid e as curvas de calibracdo estdo prontas, tendo

uma custo estimado de cerca de 60 reais, um excelente custo-beneficio.
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