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RESUMO

Fukuji, T.S. Propostas Metodoldgicas para componentes em matrizes
alimenticias, alimentos enriquecidos e contaminantes utilizando
eletroforese capilar acoplada a espectrometria de massas e detecc¢édo
UV/Vis. 2011. 164p. Tese - Programa de Pds-Graduacdo em Quimica. Instituto
de Quimica, Universidade de Sao Paulo, S&do Paulo.

O trabalho envolve o desenvolvimento de métodos para analise de
alimentos visando a determinacdo de acidos fendlicos em frutas, acido félico
em farinhas enriquecidas e corantes Sudan em produtos de pimenta utilizando
eletroforese capilar nos modos de deteccdo UV e MS. A separacdo de dez
acidos fendlicos (acidos clorogénico, siringico, p-cumarico, benzodico, p-
hidroxibenzéico, ferdlico, vanilico, cafeico, galico e protocatecuico) foi obtida
por eletroforese capilar de zona (CZE). Um eletrélito composto de 50 mmol L™
de tetraborato e 7,5% metanol (v/v) permitiu a separacdo em linha de base dos
dez &cidos fendlicos em menos de 15 minutos. A fim de promover o “clean-up”,
pré-concentracdo e liberagdo dos acidos fendlicos esterificados, um
procedimento de extracao liquido-liquido seguido pela hidrélise alcalina foi
realizado. O método foi validado obtendo-se limites de deteccédo de 1,63-3,80
nug mL™ e limites de quantificacdo de 4,95-11,39 ug mL™. O método otimizado
foi aplicado para analise de frutas como a abiu-roxo (Chrysophyllum caimito),
amora silvestre (Morus nigra L.) e tomate de arvore (Cyphomandra betacea),
identificando os acidos fendlicos na fracdo livre e hidrolisada. Este trabalho
também otimizou o processo de extracdo e caracterizou a composi¢do de
acidos fendlicos na forma livre e hidrolisada presentes no acai Jucara (Euterpe
precatoria Mart.), acai do Para (Euterpe oleracea) e em produtos comercias de
acai como polpa congelada e “agai na tigela”. Para a determinacdo do acido
félico, estudos de pré-concentracdo online foram realizados. A focalizacédo do
acido folico foi obtida por CZE e MEKC, devido a fendbmenos de isotacoforese
transiente. Um método de extracdo simples baseado na dissolucdo da farinha
em solucao de Na;HPO, seguida de ultrassom e adi¢cdo de HCI concentrado foi
adotado. Entretanto, a deteccdo do &cido folico no extrato foi obtida por MEKC
com injecao de grande volume de amostra em condi¢des eletroforéticas de 40
mmol L™ TBS e 30 mmol L™ SDS, 15 kV a 310 nm. Os limites de deteccéo e de

quantificacéo atingidos foram de 0,047 e 0,14 pg mL™?, sendo adequados para



quantificacdo do acido fdlico em farinhas de trigo. Um método para
determinacao de corantes Sudan (I, Il, Ill e IV) em alimentos foi desenvolvido
por cromatografia eletrocinética micelar (MEKC) com preenchimento parcial do
capilar. A separacdo dos quatro corantes foi obtida utilizando-se um
preenchimento de 25% do capilar (volume total) com eletrolito composto por 40
mmol L* NH4sHCO3, 25 mmol L™ SDS e 32,5% ACN (v/v). O restante do capilar
foi preenchido com um tampdo composto de 40 mmol L™ NH4HCO; e 32,5%
(v/v) de ACN. Apos otimizacdo do método por CE-UV o método foi aplicado
para o acoplamento ao CE-MS. Para deteccdo dos compostos no MS os
parametros de ionizagdo foram otimizados. A separagdo em linha de base dos
quatro compostos foi obtida em menos de 10 min com limites de deteccao de
0,57 a 0,75 pug mL™ para deteccdo no UV-Vis e 0,05 a 0,2 pg mL™ para
deteccdo no MS. O método foi eficaz para a determinacdo destes corantes

adicionados a amostras de molho de tomate e pimenta e chilli em po.

Palavras-chave: Eletroforese capilar, alimentos, acidos fendlicos, acido folico e
corante Sudan.



ABSTRACT

Fukuji, T.S. Methodological proposals for food matrix components,
enriched foods and contaminants using capillary electrophoresis coupled
to mass spectrometry and UV/Vis detection. 2011. 164p. PhD Thesis -
Graduate Program in Chemistry. Instituto de Quimica, Universidade de S&o
Paulo, Sao Paulo.

The present work involves the development of methods for food analysis in
order to determinate phenolic acids in fruits, folic acid in enriched flour and
Sudan dye in chilli products by capillary electrophoresis with UV/Vis and MS
detection. The separation of ten phenolic acids (benzoic, caffeic, chlorogenic, p-
coumaric, ferulic, gallic, p-hydroxybenzoic, protocatechuic, syringic, and vanillic
acid) was obtained by capillary zone electrophoresis (CZE). An electrolyte
composed by 50 mmol L™ of tetraborate and 7,5% methanol (v/v) allowed the
baseline resolution of all phenolic acids under investigation in less than 15 min.
In order to promote sample clean up, to preconcentrate the phenolic fraction
and to release esterified phenolic acids from the fruit matrix, elaborate liquid-
liquid extraction procedures followed by alkaline hydrolysis were performed.
The proposed method was validated with limits of detection of 1.63-3.80 ug mL™
and limits of quantification of 4.95-11.39 yg mL™. The optimized method was
applied to evaluation of phenolic contents of abiu-roxo (Chrysophyllum caimito),
wild mulberry (Morus nigra L.) and tree tomato (Cyphomandra betacea). This
work also optimized the extraction process and characterized the free and
hydrolysed forms of phenolic acids in Jucara acai (Euterpe precatdria Mart.),
Pard’s acai (Euterpe oleracea) and commercial products such as frozen pulp
and acai desserts. For the determination of folic acid, on-line preconcentration
studies were performed. The focalization of folic acid was obtained by CZE and
MEKC by transient isotacophoresis. A simple method of extraction based on
dissolution of flour in a Na,HPO,4 solution followed by ultrasonication and the
addition of concentrated HCI| was adopted. However, the detection of folic acid
in flour extract was obtained by MEKC with the large volume sample injection
with eletrophoretic conditions of 40 mmol L™* TBS and 30 mmol L™ SDS, 15 kV
and 310 nm. The limits of detection and quantification reached were 0.047 and
0.14 pg mL™, which are suitable limits to quantify folic acid in enriched wheat



flours. A method of Sudan dyes (I, Il, Ill and IV) was developed by micellar
electrokinetic chromatography (MEKC) with partial filling technique. Filling 25 %
of the capillary with a MEKC solution containing 40 mmol L™ NH4HCOs3, 25
mmol L™ SDS and 32.5 % ACN (v/v), a baseline separation of the four azo-dyes
was obtained. The rest of capillary was filled with 40 mmol L™ NH,HCO; and
32.5 % ACN (v/v). After the optimization by CE-UV the method was applied to
CE-MS coupling. To detect the compounds in MS the ionization parameters
were optimized. The baseline separation of four compounds was obtained in
less than 10 min with limit of detection within 0.57 to 0.75 ug mL™ to UV-Vis
detection and 0.05 to 0.2 ug mL™ to MS detection. The method was efficient in
the determination of these dyes spiked in tomato chilli sauces and chilli powder.

Keywords: capillary electrophoresis, food, phenolic acids, folic acid and Sudan
dyes.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

1.1 Eletroforese Capilar e seu acoplamento a Espectrometria de Massas

As técnicas de eletromigracdo em capilares sdo baseadas na migracao
diferencial de compostos neutros, i6nicos ou ionizaveis em um campo elétrico.
Véarios modos de separacdo sao possiveis, com mecanismos singulares e
seletividade caracteristica. Neste trabalho, o termo eletroforese capilar (CE) é
utilizado como termo coletivo para todas as técnicas de eletromigracdo em capilar.
De acordo com as normas oficiais, a sigla CE é destinada a nomenclatura do modo
de eletroforese capilar em zona, ou em solucéo livre (Silva et al., 2007), entretanto, o
termo CE tem sido comumente utilizado como termo genérico de todas as técnicas
de eletromigracdo, mesmo nas publicacdes mais recentes.

Em eletroforese capilar, a separacdo é conduzida em tubos de dimensdes
capilares, com 15 a 100 um de diametro interno, e 50 a 100 cm de comprimento,

preenchidos com um eletrdlito condutor, e submetidos a acdo de um campo elétrico.
O uso do capilar oferece muitas vantagens sobre os outros meios utilizados para
eletroforese (placas de gel, papel, etc.). A alta resisténcia elétrica do capilar permite
0 estabelecimento de campos elétricos elevados (100 a 500 V/cm), resultando em
separacbes de alta eficiéncia, resolucdo inigualavel e tempos de andlise
relativamente curtos (Tavares, 1996b). Outra vantagem € o baixo custo operacional:

mesmo em condicdes em que se empregam solventes organicos, os volumes
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consumidos de amostra e eletrélito sdo despreziveis comparados a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Os modos de separacdo mais utilizados em CE séo: Eletroforese capilar em
zona (CZE), cromatografia eletrocinética micelar (MEKC), eletroforese capilar em gel
(CGE), focalizacédo isoelétrica capilar (CIEF) e isotacoforese capilar (CITP). No
presente trabalho, os modos de interesse foram CZE e MEKC. Em CZE, por
exemplo, a separacdo é baseada nas diferencas entre as mobilidades de espécies
carregadas, em eletrélitos que podem ser aquosos ou organicos. Estes podem
conter aditivos, como ciclodextrinas, complexantes ou ligantes, que interagem com
0s analitos e alteram suas mobilidades eletroforéticas, com intuito de melhorar a
seletividade ou eficiéncia do método. JA& em MEKC a separacdo simultanea de
compostos neutros e idnicos é possivel devido a migracao diferenciada promovida
pela interacdo dos analitos em meio micelar (Baker, 1995; Tavares, 1996a).

Para se obter uma boa separacdo em CE, é necessario otimizar varios
parametros como: o tipo de eletrdlito, pH e concentracdo; tipo e dimensdes do
capilar; uso de aditivos (tipo e concentracdo), temperatura, voltagem; modo de
injecdo, etc. A influéncia de todos os parametros dependerd da do modo de
separacao utilizado, da espécie de analitos a serem estudados e da matriz a ser
analisada. O desenvolvimento de um método por CE envolve a manipulacdo e
conhecimento de diferentes parametros, entretanto, apresenta diversas estratégias
para a separacdo de uma ampla gama de compostos quimicos. Assim, a maior
contribuicdo que a CE oferece é complementaridade as técnicas ja estabelecidas na
analise de alimentos, como HPLC e cromatografia gasosa (GC), devido a grande

versatilidade na geracao de diferentes métodos.
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Diferentes modos de deteccdo tém sido utilizados em CE como absorcédo no
UV-Visivel, fluorescéncia induzida a laser (LIF), métodos eletroquimicos,
condutividade, e espectrometria de massas (MS) (Cifuentes, 2006).

A eletroforese capilar acoplada a espectrometria de massa (CE-MS) é uma
técnica recente que tem sido aplicada em diversas areas de interesse, como analise
de alimentos, sistemas biolégicos e diagndsticos clinicos (Simo et al., 2005;
Pantuckova et al., 2009). O uso desta técnica na analise de alimentos, assim como
em outras areas, oferece importante vantagem devido a combinacdo da grande
capacidade de separacdo da CE, ou seja, alta seletividade com a alta especificidade
e sensibilidade do MS em identificar e caracterizar diversos compostos
simultaneamente.

Do ponto de vista instrumental e operacional, a principal limitacdo do
acoplamento CE-MS foi a compatibilidade da fase liquida da técnica de CE com a
fase gasosa da técnica de MS. Nos ultimos anos, avancos consideraveis foram
introduzidos na interface CE-MS para facilitar a transferéncia dos analitos da fase
liguida para a deteccao na fase gasosa no MS. Apesar do grande numero de
técnicas de ionizacdo disponiveis, a principal interface usada para o acoplamento do
CE ao MS tem sido o eletrospray (ESI). A ionizagéao por ESI envolve a formacéo de
um spray eletrostatico, a partir do qual sédo geradas goticulas carregadas e destas
sao liberados os ions na fase gasosa (Pantuckova et al., 2011).

Em CE-ESI-MS a interface deve promover tanto uma corrente estavel do
sistema CE quanto uma boa eficiéncia de ioniza¢do. Para isto, o circuito elétrico do
CE deve ser fechado na interface considerando-se a baixa velocidade do fluxo e a
natureza do eletrolito de separacdo. A interface com liquido auxiliar coaxial € a

modalidade de conexao mais utilizada em CE-ESI-MS devido a sua facil construcéo,
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estabilidade e reprodutibilidade (Assuncéo et al., 2008). Neste tipo de interface, um
liquido de composicéo volatil, denominado de liquido auxiliar, é introduzido através
de um tubo de aco inoxidavel e concéntrico ao capilar eletroforético, onde a mistura
com o efluente eletroforético ocorre na extremidade do tubo (Figura 1). Este liquido
auxiliar aumenta o fluxo na saida do capilar promovendo a formacdo de um
eletrospray estavel. O circuito elétrico pode ser fechado pelo aterramento do capilar
metalico (agulha) do eletrospray. Apesar da diluicdo dos solutos devido ao liquido
adicional e consequente diminuicdo da sensibilidade, este modelo de interface
apresenta alta estabilidade, além de ser de facil implementacdo e uso. Porém, a
otimizacdo de parametros eletroforéticos (como pH, concentracdo e natureza do
tampdo e do modo de ionizacdo (natureza e concentracdo de solvente organico e
aditivos, vazao do liquido auxiliar, gas nebulizador e temperatura) podem melhorar a
sensibilidade para uso geral desta interface (Simo et al.,, 2005; Assuncao et al.,

2008).

Tensdo do ESI

Gds nebulizador
Liquido auxiliar

—p MS

(Capilar do CE

Figura 1. Interface para o acoplamento do CE e MS.

A Figura 2 ilustra uma interface CE-ESI-MS com liquido coaxial para o
formato ortogonal em relacdo ao eixo de entrada do espectrdmetro de massas. O
uso deste tipo de interface reduz o risco de contaminacao ou obstrucdo da entrada
do MS e permite o uso de tampdes eletroforéticos moderadamente nao volateis.

Nesta interface, a agulha do ESI € aterrada e uma alta tenséo é aplicada na entrada
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do MS, para onde os ions sdo direcionados para devido a interacdo eletrostatica.
Assim, a probabilidade de apenas moléculas carregadas entrarem no MS é maior do

gue em interfaces lineares (Assuncéo et al., 2008).

Sistema

de CE capilar

. CE

<= liquido auxiliar

) analisador
‘ " de massas
\_ : gds\

secante

gads nebulizador —

Figura 2. Interface CE-ESI-MS com liquido auxiliar ortogonal (Assuncéao et al.,

2008).

Em relacdo a composicao do eletrélito utilizado em CE-MS, principalmente
quando se utiliza a interface ESI, o sistema eletrolito deve ser volatil e de baixa forga
ibnica. Devido a estas limitacdes, na pratica, os eletrdlitos mais utilizados sao acido
acético, acido formico e seus sais de amonio. Tampdes contendo carbonato como
anion volatil e alquilaminas como cétions volateis também s&o usados, mas com
menor frequéncia. O uso de tampdes nado volateis podem diminuir a detectabilidade
dos analitos devido ao depdsito de sais na agulha do eletrospray e diminugcéo da

resposta analitica devido ao pareamento idnico com o analito (Krivankova et al.,
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2009). Apesar desta limitacdo, diferentes estratégias podem ser empregadas na
utilizacdo de compostos néo volateis em eletrolitos para CE-MS.

Muitos dos surfactantes utilizados em MEKC e seletores quirais sdo exemplos
de espécies ndo compativeis com a deteccdo ESI-MS. A técnica de preenchimento
parcial (PF — do inglés partial filling), desenvolvida por Terabe et al. (Ozaki et al.,
1995), permitiu 0 uso destes componentes incompativeis com o ESI-MS permitindo
a operacao online de MEKC-ESI-MS e separacfes quirais utlizando aditivos néo
volateis (Simo et al., 2010). Em PF-MEKC, por exemplo, o capilar é primeiramente
preenchido com o eletrélito volatil (compativel com MS), seguido pela introducéao do
eletrélito micelar e, finalmente, pela injecdo da amostra. Apés aplicacdo de tensao,
os analitos se separam no eletrélito micelar de acordo com a natureza da interacéo
soluto-micela e, entdo, migram para o eletrélito volatil, livre de tensoativo, seguindo
em velocidade constante até o detector. A corrente é interrompida antes que o
eletrdlito micelar alcance o detector, evitando assim a sua contaminacéo (Muijselaar

et al., 1998).

1.2 Eletroforese capilar na anélise de alimentos

Os alimentos sao de grande importancia para o homem, tanto em relagdo a
saude quanto ao aspecto socioecondmico. O Brasil € um dos lideres mundiais na
producédo e exportacdo de varios alimentos, entre eles café, agucar, suco de frutas,
soja, carne bovina e frango. O agronegdécio no Brasil tem importante participacdo na
economia, em 2010 teve uma contribuicdo de 467,9 bilhdes de ddélares que

corresponderam a 22,4% do produto interno bruto (CEPEA-USP/CNA, 2011). Trata-
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se de um setor produtivo relevante envolvendo elos de varias cadeias produtivas da
agricultura e pecuéria.

A relacdo entre a alimentacéo e a saude é bastante enfatizada. Atualmente o
consumo e procura por alimentos saudaveis € cada vez maior. Os consumidores
estdo mais cautelosos em relacdo aos alimentos que apresentam riscos a saude,
como aqueles que contém contaminantes cancerigenos. Muitas pesquisas estao
voltadas para a investigagcdo de alimentos funcionais e de substancias que
representam risco a saude.

Tendéncias e demandas de consumidores, das industrias de alimentos,
institutos de pesquisa e 6rgdos governamentais requerem cada vez mais a pesquisa
e aplicacdo de métodos analiticos na area de alimentos. A analise de alimentos atua
em varios segmentos do controle de qualidade, permeando desde a aquisicdo de
matéria-prima até a estocagem de alimentos processados. Também é muito utilizada
para a caracterizacdo de alimentos in natura, principalmente, alimentos novos e
ainda desconhecidos como as frutas ou vegetais tipicos de regibes menos
exploradas como a Amazonica e o Nordeste brasileiro. Nos 6rgdos governamentais,
a principal utilizacdo de processos analiticos é na fiscalizacdo da seguranca
alimentar, controle de qualidade dos produtos alimenticios e na padronizacdo de
novos produtos. Adicionalmente, 0 monitoramento de residuos perigosos e controle
de adulteracbes sdo fundamentais para a saude dos consumidores além de
controlar fraudes econémicas.

A complexidade e diversidade da composicdo quimica e bioquimica de
alimentos geram uma grande demanda por técnicas que possam ser usadas na
analise de seus componentes. Um meétodo ideal de analise deve ser robusto,

altamente seletivo e aplicavel a uma grande variedade de matrizes. Diferentes
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modos cromatograficos sao frequientemente utilizados como etapa final de anélise
gue, normalmente, sdo precedidos por extensivo trabalho de extracdo, derivacao,
etc.

O potencial da eletroforese capilar para a aplicacdo na analise de alimentos &
imenso. A eletroforese capilar em seus diversos modos oferece alta resolucédo e
eficiéncia de separacdo. A combinacdo destas propriedades permite a eletroforese
capilar separar componentes variados de amostras em uma Unica corrida. Estes
fatores aliados a rapidez, facilidade de automacédo e baixo consumo de solventes
fornecem a eletroforese capilar vantagem considerdvel sobre as técnicas
tradicionais. Por esta razdo, a eletroforese capilar tem sido introduzida como
metodologia alternativa ou complementar ao HPLC e GC em diversas aplicacoes.

A eletroforese capilar oferece aplicacdo abrangente na area de alimentos.
Varios artigos de revisdo foram publicados demonstrando diversas aplicacdes para
analisar diferentes classes de compostos de interesse como compostos fendlicos
antioxidantes, aminoacidos, proteinas, peptideos, &cidos organicos, ions
inorganicos, carboidratos, micronutrientes, aditivos, contaminantes e residuos (Simo
et al., 2005; Cifuentes, 2006; Boyce, 2007; Garcia-Canas e Cifuentes, 2007; Ravelo-
Perez et al., 2009; Herrero et al., 2010; Vallejo-Cordoba e Gonzalez-Cordova, 2010;

Pinero et al., 2011). Alguns exemplos séo citados a seguir:

1.2.1 Compostos fendlicos

Compostos fenolicos sdo metabdlitos secundarios sintetizados por plantas

durante o desenvolvimento destas e em resposta as condicbes de stress como

infeccdo, ferimento, radiacdo UV, dentre outras. Os compostos fenolicos estao
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presentes em alimentos de origem vegetal, sua presenca contribui para a
estabilidade oxidativa e caracteristicas organolépticas como cor, aroma,
adstringéncia, amargor, etc.

Véarios compostos fenolicos sdo considerados antioxidantes devido ao fato
destes compostos terem a capacidade de proteger células e biomacromoléculas
neutralizando radicais livres, desta forma, prevenindo a degradacdo oxidativa e
certas doencas humanas (cancer, distarbios inflamatérios, degeneracbes
neurolégicas, doencas corondrias, etc.) (Crozier et al., 2009). Os efeitos benéficos
das frutas e verduras a saude sdo devidos predominantemente as propriedades
antioxidantes. Fontes de tocoferodis, carotendides e &cido ascorbico sdo bem
conhecidos e existe um grande numero de publicacfes relacionadas a sua acao
benéfica ao organismo humano. Entretanto, o mecanismo de acéo dos fendlicos de
plantas ndo foi completamente estudado devido a complexidade de sua natureza
quimica, ampla ocorréncia em plantas e acdo no organismo (Shahidi e Naczk, 2004;
Hurtado-Fernandez et al., 2010).

A determinacdo desta familia de compostos € relevante porque a sua
presenca em alimentos evidencia seu valor funcional devido aos efeitos benéficos
relacionados a saude. Como descrito anteriormente, a eletroforese capilar apresenta
muitas vantagens como técnica de separacdo. Uma quantidade consideravel de
trabalhos envolvendo a determinacdo de compostos fendlicos em plantas e
derivados por CE foram publicados e compilados em artigos de revisdo (Robbins,
2003; Herrero et al.,, 2005; Jac et al., 2006; Hurtado-Fernandez et al., 2010).
Diversos modos de separacao foram utilizados, no entanto, os modos CZE e MEKC

sdo os mais empregados devido a versatilidade e simplicidade na composicdo de
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eletrdlito. A tabela a seguir demonstra alguns exemplos de aplicacdes por métodos

de eletromigracdo em diferentes matrizes de alimentos.
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Tabela 1. Alguns exemplos de aplicacfes de métodos para a determinacao de compostos fendlicos por CE.

Amostra Compostos detectados Preparo de Modo de Composicéo de eletrélito Referencias
amostra CEe
deteccéo
Brécolis, couve Acidos cafeico, p-cumarico, SPE CZE- DAD 15 mmol L™ borato, pH 9,13 (Lee et al., 2011)
de Bruxelas, ferulico e sinpico (320 nm)
repolho e couve-
flor
Vinho Epicatequina, catequina, LLE CZE -UV 50 mmol L™ tetraborato de sédio,  (Nicolaou e
miricetina e quercetina (205 nm) 10 mmol L™ fosfato de sodio Kapnissi-
dibasico, pH 9,6 Christodoulou,
2010)
Extrato de casca Narinenina, narirutina, SLE CZE - MS 200 &c. bérico + hidroxido de (Sawalha et al.,
de laranja neohespedridina, hesperidina. amonio, pH 9,5 2009)
“Berries” Trans-resveratrol, quercetina, SLE e SPE CZE -UV 35 mmol L™* tetraborato de s6dio, (Ehala et al., 2005)
morina e acidos cinamico, ferulico (210 nm) pH 9,3,
e p-cumarico
Uva, magd, cha, (+)-catequina, (-)-epicatequina, SLE MEEK — UV  1,36% heptano p/v, 2,89% SDS (Huang e Lien,
vinho tinto (-)-epigalocatequina, &cidos (200 nm) p/v, 7,66 ciclohexanol p/v, 2% 2005)
caféico e galico. ACN plv, 86,1% tampéao fosfato
pH 2,0 (25 mmol L) viv
Cha verde Catequina, epicatequina, Infusdo com RF-MEKC 0,2% TEA, 50 mmol L* SDS, (Rodriguez-Amaya
epigalocatequina, agua quente (210 nm) 0,8% s-B-CD, pH 2,9 et al., 2011)

epigalocatequinagalato

e filtracdo
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1.2.2 Vitaminas

As vitaminas sdo compostos organicos de natureza e composicao diferentes,
presentes nos alimentos e s&o micronutrientes essenciais para o metabolismo dos
organismos vivos. Estes compostos apresentam diferentes fun¢des bioquimicas no
organismo. Algumas delas sdo precursores de horménios responsaveis pela
regulacdo do metabolismo de minerais, como a vitamina D. As vitaminas A, C e E
tém sido evidenciadas por atuarem como antioxidantes. A maior parte das vitaminas
(vitaminas complexo B) atua como co-fatores de enzimas, desempenhando a fungao
de coenzimas. As vitaminas séo classificadas de acordo com sua solubilidade, pois
esta propriedade influencia o modo de absorcéo, transporte e armazenamento. As
vitaminas lipossoluveis (A, D, E e K) sdo absorvidas junto as gorduras sendo
acumuladas no organismo e podendo alcancar niveis toxicos. J& as vitaminas
hidrossollveis, consistem nas vitaminas do complexo B e C. Estas ndo séao
armazenadas em altas doses no organismo sendo necessaria a reposicao diaria
destas vitaminas (Penteado, 2003).

A maior parte das vitaminas sdo labeis a mudancas de pH, temperatura e
armazenamento prolongado, portanto, os alimentos industrializados apresentam
baixo teor de vitaminas. Para compensar esta perda e assegurar niveis adequados
de consumo diario de vitaminas, muitos alimentos enriquecidos estédo disponiveis no
mercado.

O desenvolvimento analitico para esta classe de compostos envolve analises
de controle de qualidade, verificacdo das dosagens estipuladas em rétulos de
alimentos e estudos de biodisponibilidade, estabilidade e outros interesses. Apesar
do grande numero de publicacbes de métodos analiticos avancados para

determinacdo de vitaminas em alimentos, muitos dos métodos oficiais estdo
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ultrapassados e nem todos os métodos sao aplicaveis a diferentes tipos de matrizes
alimenticias. Os diferentes métodos utilizados envolvem ensaios microbiolégicos,
meétodos bioespecificos (imunoensaios) e técnicas cromatograficas, principalmente
HPLC (Blake, 2007b, a).

Em eletroforese capilar, muitos trabalhos com desenvolvimento analitico
multielementar para determinacéo de vitaminas foram desenvolvidos para analise de
medicamentos (Su et al., 2001; Aurora-Prado et al., 2004; Yin et al., 2008). Poucos
artigos de revisdo em CE citam a analise de vitaminas em alimentos, devido a
deficiéncia de métodos validados e aplicados em matrizes alimenticias comparados
a outras aplicacbes. O desafio encontrado € a sensibilidade em detectar baixos
teores de vitaminas nas diferentes matrizes de alimentos. Diferentes estratégias para
aumentar a deteccdo de baixos niveis de vitaminas sdo aplicados para a
determinacao de vitaminas em alimentos.

A determinacdo de riboflavina (vitamina B2) em bebidas e cha verde foi
demonstrada por CZE com deteccdo LIF (Hu et al.,, 2007). Este trabalho
implementou um sistema de detec¢do onde uma fibra 6tica foi introduzida dentro do
capilar para a detecc¢ao por fluorescéncia induzida a laser, com excitacdo a 474 nm.
Este esquema foi utilizado para limitar o efeito de espalhamento devido a superficie
do capilar, assim como diminuir a reflexdo da luz e reduzir o ruido de fundo. O limite
de deteccdo atingido foi de 3,0 nmol L™ sendo demonstrada a quantificacdo de
vitamina B2 em bebidas com parametros comparaveis ao metodo fluorimétrico
padréao proposto pela AOAC.

Um sistema de eletrocromatografia capilar pressurizado foi desenvolvido para
a separacado de 12 vitaminas hidrossoluveis em coluna monolitica de silica-ODS (Jia

et al., 2007). Para aumentar a detec¢cdo do método, a pré-concentracdo online por
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stacking amplificado por campo elétrico foi adotado. Uma injecéo eletrocinética com
pressdo também foi utilizada e promoveu o aumento de sinal das vitaminas
positivamente carregadas. Estas estratégias promoveram um aumento da
sensibilidade em 3 a 35 vezes em relacdo a técnica convencional de injecdo de
amostra, com limites de deteccdo de 0,06 a 1,4 ug mL™. O método foi aplicado para
avaliar o teor de vitaminas em amostras de milho, sendo demonstrada a
guantificacdo das vitaminas B2, B6, B12 e acido félico.

Du et al. (2007) efetuaram um estudo comparativo de métodos de pré-
concentracdo online por CZE para analise de vitaminas hidrossollveis. Dois
métodos de concentragdo online denominados stacking amplificado por campo
elétrico e juncdo dinamica de pH foram estudados para aumentar a sensibilidade de
deteccdo do método. A separacao e focalizacdo de nove vitaminas foram obtidas
com o método de stacking amplificado por campo elétrico, enquanto que, somente
as vitaminas de &cido nicotinico e acido félico foram focalizadas e separadas por
juncéo dinamica de pH. Assim, o stacking amplificado por campo foi aplicado para a
determinacdo de vitaminas em amostras de milho, sendo demonstrada apenas a

guantificacdo da piridoxina e acido nicotinico (Du et al., 2007).

1.2.3 Contaminantes de alimentos

A seguranca alimentar € um tOpico muito importante para garantir a
distribuicdo de alimentos saudaveis para toda a populacdo. As doencas provocadas
pelo consumo de alimentos inadequados podem ser de origem bioldgica, quimica ou
fisica. Os perigos biolégicos estdo associados, na sua grande maioria, por
microrganismos patogénicos responsaveis por toxi-infec¢des alimentares. Os riscos

fisicos se caracterizam pela presenca de corpos estranhos como pedacos de metal,
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plastico, vidro, etc. adquiridos durante o processamento do alimento. Dentro da
classe dos perigos quimicos, existe uma gama de compostos que podem ser
cancerigenos, teratogénicos, toxicos ou irritantes. Estes contaminantes podem ser
agrotoxicos, rodenticidas, horménios sintéticos, antibioticos, detergentes, metais
pesados, entre outros.

A contaminacdo de alimentos, mesmo que acidental ou intencional, tem sido
um tema recorrente nos ultimos tempos. Nos dias de hoje devido a globalizacéo e o
mercado internacional, medidas de precaucdo devem ser tomadas, pois o risco da
rapida disseminacdo de contaminantes na cadeia alimentar é grande. Um dos casos
mais graves ocorreu recentemente na China onde 294.000 criancas foram afetadas
e 6 morreram por ingerir formulacdes infantis com melamina. A melamina € uma
substancia quimica toxica utilizada na fabricacdo de plastico, fertilizante e concreto.
Devido ao seu alto conteudo de nitrogénio, foi ilegalmente adicionada aos alimentos
para fraudar o conteudo protéico, que geralmente é baseado em testes de teor de
nitrogénio. Por permitir misturar o leite com agua, empresas usaram a melamina
para aumentar seu lucro (Vallejo-Cordoba et al., 2005). Os corantes Sudan I-IV
também s&o contaminantes adicionados intencionalmente aos alimentos. Estes
compostos apresentam riscos a saude por serem cancerigenos e foram utilizados
em alimentos devido ao seu baixo custo e por serem amplamente utilizados na
industria quimica para colorir materiais como gasolina, diesel e plasticos. Este
contaminante foi relacionado principalmente com condimentos de chilli e produtos
relacionados (Rebane et al., 2010).

Diversas leis, politicas, normas e padrdes tém sido elaborados mundialmente
para a garantia da saude publica. Limites maximos de residuos universais tém sido

estabelecidos pela organizacdo das Nac¢des Unidas para Agricultura e Alimentacao -
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FAO (Food and Agricultural Organization) e Organizacdo Mundial da Saude — OMS
(WHO — World Health Organization). No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — Anvisa € responsavel pela fiscalizacdo do monitoramento da seguranca
alimentar. Estes limites sdo baseados no conhecimento toxicolégico abrangente de
certo contaminante e as doses maximas sao designadas para garantir a seguranca
humana e ambiental. As ferramentas da quimica analitica moderna possibilitam o
monitoramento da seguranca alimentar, atuando na deteccéo e identificacdo de uma
diversidade de contaminantes quimicos presentes em diferentes matrizes
alimenticias. Estas normas necessitam de métodos analiticos com alta seletividade,
especificidade e sensibilidade, capazes de realizar o monitoramento de
contaminantes em diferentes alimentos, atingindo niveis dos limites maximos de
residuos requeridos.

Véarias estratégias para a andlise de contaminantes organicos como
pesticidas, antibiéticos, aminas biogénicas, acrilamidas, melamina e toxinas por
métodos baseados na eletromigracdo em capilar foram revisados (Ravelo-Perez et
al., 2009; Vallejo-Cordoba e Gonzalez-Cordova, 2010). Algumas aplicacdes séo

demonstradas na Tabela 2.
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Tipo de Compostos analisados Amostras e seu Modo de Composicao do Referéncias
contaminante preparo CEe eletrolito
deteccédo
Pesticidas e amidosulfuron, cyprodinil, cyromazine, Leite - SPE CZE - 80 mmol L™ acetato de (Blasco et al.,
produtos amazaquin, pirimicarb, demethyl perimicarb, MS/MS amomio, pH 4,6 2009)
veterinarios procymidone ciprofloxacin, enrofloxacin,
sulfacetamida, sulfabenzamida,
sulfaclorpiridazina, sulfaquinoxalina,
sulfatiazol e sulfisoxazol
Antibiéticos Sulfonamidas, B-lactamas e quinolonas Peixe — SPE CZE - 60 mmol L™ acetato de (Juan-Garcia
MS/MS amonio, pH 8 e 10 % et al., 2007)
metanol v/iv
Toxinas Zearalenona Milho — Colunade CZE - LIF 20 mmol L™ borato, pH (Maragos e
imunoafinidade 8,5, 1 mmol L™ Appell, 2007)
deoxicolato de sodio e 2
mmol L™ heptakis (2,6-
di-O-metil)-B-CD
Adulterante Melamina Leite, iogurte, leite CZE — DAD 30 mmol L™ Na,HPO,, (Yan et al.,
em po e peixe - (206 nm) pH 3,2 2009)
SLE
Produtos de Acrilamida Batata frita, CZE — DAD 40 mmol L™ fosfato de (Bermudo et
degradacéo biscoitso e cereal (210 nm) sédio, pH 8,0 al., 2006)
matinal - SPE
Aminas biogénicas (histamina, putrescina, Peixe e produtos CZE - LIF 10 mmol L™ Brij, 75 (Baskan et al.,

cadaverina, tiramina e triptamina)

derivados - SLE

mmol L™ borato, pH 9,7

2010)
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CAPITULO 2

OTIMIZACAO DE UM METODO PARA DETERMINACAO DE ACIDOS

FENOLICOS EM FRUTAS NATIVAS POR ELETROFORESE CAPILAR

RESUMO

Neste trabalho a separacdo de nove &acidos fendlicos (clorogénico, siringico,
protocatecuico, benzoico, ferulico, vanilico, cafeico, galico e p-cumarico) foi obtida
por eletroforese capilar de zona. A composicdo do eletrdlito foi otimizada por
desenho fatorial 3% variando a concentracdo de tampéo tetraborato de sédio 10-50
mmol L™ e a porcentagem em volume de metanol de 5 a 20%. Um eletrdlito
composto de 50 mmol L™ de tetraborato e 7,5% metanol (v/v) permitiu a separacéo
em linha de base dos nove acidos fendlicos em menos de 15 minutos. O método de
extragdo liquido-liquido foi utilizado e promoveu um “clean-up” e pré-concentragdo
da amostra, sendo avaliados os teores de acidos fendlicos livres e hidrolisados. O
método proposto foi validado obtendo-se limites de quantificacdo de 2,70-7,65 ug
mL™ e limites de deteccéo de 0,89-2,52 pg mL™. A linearidade foi de 10 a 100 ug mL"
! com R?*0,999. Os resultados de precisdo intradia apresentaram valores de
coeficiente de variacédo de até 2,8% para tempo de migracéo e de 5,4% para area de
pico. Para a precisdo interdia, os resultados foram de até 4,8% C.V. para tempo de
migracao e de 4,8-11% C.V. para area de pico. Recuperacdes de 81 a 115% dos
padrées de acidos fendlicos nos extratos de frutas foram obtidos. O método
otimizado foi aplicado para analise de frutas nativas da América do Sul como a abiu-
roxo (Chrysophyllum caimito), amora silvestre (Morus nigra L.) e tomate de arvore
(Cyphomandra betacea), identificando os acidos fendlicos na fracdo livre e

hidrolisada.
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1. INTRODUCAO

Os acidos fenolicos sdo metabdlitos secundarios de plantas e amplamente
distribuidos nas diversas espécies de plantas. Os acidos fendlicos que ocorrem
naturalmente em plantas abrangem duas classes de compostos, as estruturas
hidroxicinamico e hidroxibenzoico (Fig. 1). Os acidos fendlicos encontrados na
maioria das plantas sdo os acidos cafeico, p-cumarico, vanilico, ferulico e
protocatecuico. Outros acidos sdo encontrados em outras fontes de alimentos e
plantas (ex. acidos genistico, siringico, etc.) (Robbins, 2003). Dentre os &cidos
cindmicos, o acido clorogénico também é considerado em relacdo a sua ocorréncia
natural, o qual € uma molécula de acido cafeico esterificado com o acido quinico

(Fig. 1) (Stalikas, 2007).
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Figura 1. Estrutura dos acidos fendlicos
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Os acidos fendlicos sdo encontrados em diversas fontes de origem natural
como frutas, vegetais e gréos e sao fisicamente dispersos através da planta nas
folhas, sementes, raizes e troncos. Os acidos fenodlicos na forma livre representam a
menor fracdo, enquanto que a maior fracdo encontra-se ligada a celulose, proteinas,
ligninas, flavonoides, glucose, terpenos, etc. (Stalikas, 2007).

As frutas sao consideradas as principais fontes de acidos fendlicos na dieta.
Os compostos fendlicos encontrados em frutas sdo considerados compostos
bioativos por promoverem beneficios a salude (Szajdek e Borowska, 2008). A
propriedade antioxidante de frutas foi associada com a inibicAo de doencas
causadas por danos oxidativos, como doencas cardiovasculares, circulatérias,
inflamatorias e cancer (Ness e Powles, 1997; Lea et al., 2008; Szajdek e Borowska,
2008).

Apesar dos acidos fendlicos representarem cerca de um terco dos compostos
fendlicos, trabalhos demonstram interesse no comportamento antioxidante e
beneficios a salde associados aos acidos fendlicos (Laranjinha et al., 1994; Lodovici
et al.,, 2001; Hsieh et al., 2005). Extratos de frutas ricas em compostos fendlicos
demonstraram atividade antioxidante, maior do que alguns compostos fendlicos
puros ou vitaminas, o que indica o efeito sinérgico dos antioxidantes (Vinson et al.,
2001).

A determinacado dos acidos fendlicos em frutas e extratos de plantas tem sido
amplamente realizada por HPLC de fase reversa com deteccdo UV-DAD (Mattila e
Kumpulainen, 2002; Luthria et al., 2006; Ndhlala et al., 2008; Simirgiotis et al., 2008).
Esta técnica acoplada ao espectrometro de massas (MS) tem sido uma importante
ferramenta para a caracterizacdo destes compostos. As interfaces com ionizacao

por eletrospray dominam a analise dos fenolicos em frutas e produtos naturais por
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LC-MS (Bystrom et al., 2008; Rieger et al.,, 2008; Rupasinghe e Kean, 2008). A
analise de frutas por cromatografia gasosa também tem sido bastante utilizada para
a determinacéo dos acidos fendlicos. Os detectores utilizados com esta técnica tem
sido o FID e MS (Zadernowski et al., 2005; Saraji e Mousavinia, 2006; Proestos et
al., 2008; zZadernowski et al., 2009). Esta técnica apresenta alta sensibilidade e
seletividade, no entanto, devido a baixa volatilidade dos compostos fendlicos, o
preparo de amostra € mais rigoroso, sendo necessaria a sua derivacao.

A eletroforese capilar tem sido uma técnica cada vez mais utilizada para o
desenvolvimento de novos métodos analiticos para a determinacdo de compostos
fendlicos em matrizes complexas (Garcia-Canas e Cifuentes, 2008). Esta técnica
permite a separacao e identificacdo de compostos altamente polares que ndo podem
ser facilmente separados por meétodos tradicionais de HPLC, promovendo
informacBes complementares e permitindo a andlise simultanea de diferentes tipos
de analitos em uma Unica corrida (Herrero et al., 2005).

Diferentes modos da eletroforese capilar foram realizados para a
determinacdo de acidos fendlicos em plantas, frutas e alimentos. A eletroforese
capilar de zona (CZE) permite a separacdo de compostos fendlicos ionizaveis em
meio alcalino, utilizando diferentes tampdes, solventes e aditivos. Varios métodos
por CZE com detectores de UV ou DAD foram desenvolvidos para analise de acidos
fendlicos e outros compostos fendlicos em frutas (Ehala et al., 2005; Berli et al.,
2008), vegetais (Helmja et al., 2007; Kvasnicka et al., 2008), 6leo de oliva (Buiarelli
et al., 2004; Pancorbo et al., 2004) e extratos de plantas (Peng et al., 2005; Sterbova
et al., 2006). Algumas estratégias como a utilizacdo de modificadores do fluxo
eletrosmotico (Chen et al., 2001; Hernandez-Borges et al., 2005; Carrasco-Pancorbo

et al., 2007) e a pré-concentragcdo online foram desenvolvidos para a determinacao
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de &cidos fendlicos (Safra et al., 2006). A cromatografia eletrocinética micelar
(MEKC) também tem sido utilizada para a determinacdo de &acidos fendlicos e
flavondides em extratos de plantas (Pomponio et al., 2002) e alimentos (Huang et
al., 2005; Risso et al., 2007). A eletroforese capilar acoplada a espectrometria de
massas é uma ferramenta que contribuiu para a identificacdo dos compostos
fendlicos em amostras de alimentos. Métodos por CE-MS foram desenvolvidos para
a caracterizacdo da fracao fendlica em azeite de oliva (Carrasco-Pancorbo et al.,
2006) e nozes (Gomez-Caravaca et al, 2008), utlizando-se interfaces por
electrospray.

Considerando a grande complexidade de extratos de frutas e a diversidade
pela qual os acidos fendlicos podem ser encontrados na matriz de fruta, diferentes
meétodos para determinacdo quantitativa e qualitativa sdo de grande demanda. Neste
trabalho, um método para determinacdo de acidos fendlicos livres e hidrolisados por
CZE em frutas nativas é proposto. O contetudo de &cidos fendlicos (acidos galico,
vanilico, siringico, protocatecuico, ferulico, cafeico, p-cumarico e clorogénico) foi
investigado nas frutas abiu-roxo (Chrysophyllum caimito), amora silvestre (Morus
nigra L.) e tomate de arvore (Cyphomandra betacea), que fazem parte da rica
biodiversidade brasileira e ainda ndo sao totalmente caracterizadas em relacédo ao

teor de acidos fendlicos.
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2. MATERIAIS E METODO

2.1 Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e a agua deionizada
purificada através do sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, USA). O padrdo de acido
clorogénico foi obtido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, E.U.A.); acido vanilico, acido
ferdlico, acido protocatecuico e acido p-cumarico foram obtidos da Fluka (Neu-Ulhm,
Alemanha); o &cido siringico da Avocado Research Chemicals Ltda (Heisham,
Lancs., UK); e acido galico e cafeico foram adquiridos da Espectrum (Gardena, CA,
USA). Os padrdes foram dissolvidos em etanol na concentracdo de 1000 pg L™ e

armazenados sob refrigeracéo, perfazendo as solucbes estoque.

Os eletrélitos de corrida foram preparados diariamente antes do uso,
utilizando-se solucdo estoque de 100 mmol L™ de tetraborato de sédio, adquirido da
Merck (Darmstadt — Alemanha). O solvente metanol foi de grau cromatografico,
obtido da Tedia (Fairfield — USA). Foram utilizadas diferentes concentracdes de
tetraborato de sodio (TBS), cujas concentracdes estdo especificadas em cada
eletroferograma. A composicdo 6tima do eletrélito foi composta de 50 mmol L™ de

TBS, pH 9,2 e 7,5% (v/v) metanol e foi utilizada para analise das amostras.

2.2 Instrumentacao

Todos os experimentos foram conduzidos em sistema de eletroforese capilar
modelo P/ACE MDQ, Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, U.S.A., equipado com
detetor de arranjo de diodos (DAD), com deteccéo direta fixada a 200 nm, controle
de temperatura por liquido refrigerante e programa de aquisicdo e tratamento de

dados (32 Karat™). As injecdes das amostras foram realizadas hidrodinamicamente
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e as condicdes sao especificadas em cada eletroferograma. O sistema eletroforético
foi operado com polaridade normal e condicbes de tensdo especificadas nos

eletroferogramas.

Os capilares utilizados nos experimentos foram constituidos de silica fundida,
revestidos externamente com poli-imida, com 50 um de diametro interno e 375 ym
de diametro externo. A temperatura do capilar foi controlada por sistema de
refrigeracdo mantido a 25° C. O comprimento total do capilar utilizado foi de 40,2 cm
e o comprimento efetivo de 30 cm. A injecdo das amostras foram de 5 psi/5 s. O
condicionamento inicial do capilar foi efetuado através de lavagem com solucédo de
hidréxido de sédio 1 mol L™ (20 psi/30 min) e agua deionizada (20 psi/30 min). O
condicionamento do capilar no inicio de cada dia foi feito através de lavagem com
NaOH 1 mol L™ (20 psi/10 min), 4gua (20 psi/10 min) e o eletrélito de corrida (20
psi/5 min). No final do dia o capilar foi lavado com NaOH 1 mol L™ (20 psi/5 min) e
agua (20 psi/5 min). No intervalo entre as corridas, o capilar foi recondicionado com

solugBes do eletrdlito de corrida (20 psi/3 min).

2.3 Preparo das amostras e método de extracédo

As amostras de frutas de abiu-roxo (Chrysophyllum caimito) e tomate de
arvore (Cyphomandra betacea), oriundas da regido amazobnica, foram obtidas no
mercado local, enquanto que a amora silvestre (Morus nigra L.) foi colhida no
campus universitario da USP. O método de extracdo dos acidos fendlicos foi
adaptado do trabalho proposto por Krygier et al. (Krygier et al., 1982). As frutas
foram cortado em pedacos, sendo mantida as cascas e retirado apenas a semente
rigida do abiu-roxo. Os pedacos de frutas foram pesados e triturados em Ultra —

Turrax (lka, Alemanha), contendo cerca de 10 mL de metanol, obtendo-se o extrato
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metandlico. O extrato foi submetido ao ultra-som por 5 min e depois centrifugada a
9352 g por 10 min. A seguir, o extrato foi reduzido pela evaporacdo do metanol
adicionado através de evaporador rotatorio a vacuo. A suspensdo aquosa foi
acidificada com HCI concentrado a pH 2,0, para liberar os acidos fendlicos livres. Em
seguida, a solucado foi saturada com cloreto de sédio e os acidos fendlicos livres
foram extraidos 3 vezes com éter dietilico na proporcéo de 1:1. As fracOes da fase
organica foram separadas da fase aquosa e combinadas para evaporacao sob fluxo
de nitrogénio. Os compostos fendlicos foram ressuspensos em 1 mL de etanol :
agua (1:1) e filtrados em membrana 0,45 pym. A esta solucao foi adicionado o padrao
interno de triptofano na concentracdo de 40 ug mL™. A fase aquosa remanescente
foi hidrolisada com NaOH 4 mol L™ contendo 10 mmol L™ de EDTA e 1% de &cido
ascorbico, por 4 horas (Nardini et al., 2002). Posteriormente, os &cidos fendlicos
hidrolisados foram extraidos e preparados da mesma maneira que 0s acidos

fendlicos livres.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Otimizacéao

Com intuito de avaliar a qualidade de separacdo dos nove acidos fendlicos
em termos de resolucdo, forma de pico e tempo de migracdo total, testes
preliminares com diferentes tampdes (fosfato e tetraborato) e solventes (metanol e
acetonitrila) foram efetuados. A combinacdo de tetraborato de sédio pH 9,2 e
metanol produziram melhores condi¢cdes de formato de pico e separacao dos acidos
fendlicos estudados. Assim, para otimizar a separacdo em linha de base de nove
acidos fendlicos a metodologia de superficie de resposta foi utilizada. O modelo
fatorial 3° foi aplicado, onde se considerou a concentracdo de tetraborato de sédio
([TBS]) e porcentagem de metanol (% MeOH) como variaveis independentes, com
trés niveis de variacdo (+1, 0 e -1). Foram gerados nove experimentos com trés
repeticdes no ponto central.

A identificacdo dos padrdes nas diversas condicdes eletroforéticas testadas
foi feita através da comparacdo dos espectros de UV-Vis (Fig. 2) e dos tempos de
migracao obtidos nestes eletroferogramas e aqueles obtidos em corridas individuais,
para cada substancia, na mesma condi¢do. O pH dos eletrélitos foram préximos de
9,2. Nesta faixa de pH todos os &cidos fendlicos analisados encontravam-se na
forma ionizada, uma vez que seus valores de pK,; encontram-se na faixa de 4,2 a

4,5 e pKy2 de 8,3 a 9,2 (Tabela 1).
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Figura 2. Espectros de absor¢ao UV-Vis dos acidos fenadlicos.
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Tabela 1. Valores de pK, dos &cidos fendlicos (Erdemgil et al., 2007).

Composto pKaz PKa2 PKas
Acido galico 4,24 8,32 9,94
Acido protocatecuico 4,34 8,72 8,86
Acido vanilico 4,29 8,83 -
Acido siringico 4,19 8,98 -
Acido cafeico 4,45 8,26 13,16
Acido p-cumarico 4,39 8,46 -
Acido ferdlico 4,54 8,64 -
Acido p-hidroxibenzoico 4,38 8,94

Acido clorogénico 4,17 9,20 12,19

Dois desenhos fatoriais 3%, A (Tabela 2) e B (Tabela 3), foram aplicados
avaliando diferentes niveis de concentracdo de TBS e porcentagem de metanol. As
resolucdes entre os pares dos seis primeiros picos foram utilizadas como fator
resposta, uma vez que o0s Ultimos picos foram bem resolvidos nas condicdes
estudadas. Neste caso, valores negativos de resolugédo representam a inversao de
migracao de picos. Os eletroferogramas dos dois desenhos fatoriais encontram-se
nas Figuras 2 e 3. Baseado em experimentos preliminares, primeiramente o
desenho fatorial A (Fig. 3) foi construido, onde a concentracdo de TBS variou de 10
mmol L™ (-) a 30 mmol L™ (+) e a %MeOH, de 10% v,v (-) a 20% v,v (+), com adicdo

dos pontos centrais.

Observando o comportamento dos acidos fenolicos na Figura 3, verificou-se
gue o aumento da %MeOH causou mudancas significativas na seletividade,
incluindo a inversdo da ordem de migracdo de alguns compostos. Uma condi¢ao

razoavel é obtida com o aumento da [TBS] e diminuicdo da %MeOH, (+),(-).
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Entretanto, mesmo nesta condi¢cdo, a resolugdo entre alguns picos ndo atingem
valores de no minimo 2,0, o que ndo € adequado para a validacdo do método,
especialmente para aplicacdo em matrizes complexas como extratos de frutas

(Tabela 2).



Tabela 2. Valores de resolucao obtidos com desenho experimental A.

Varidvies dependentes

Varidveis independentes*

Ensaios [TBS] % MeOH Ri R23 Rszs Ru45 Rsg
(mM) (v/v)
1 10 (-1) 10 (-1) -0,71 0,717 29 0,0 0,89
2 20 (0) 10 (-1) 16 16 61 09 15
3 30 (+1) 10 (-1) 41 25 71 18 16
4 10 (-1) 15 (0) 14 16 79 -22 06
5 20 (0) 15 (0) 00 23 10 -2,6 0,95
6 30 (+1) 15 (0) 23 20 14 2,7 1.2
7 10 (-1) 20 (+1) -1,8 12 55 -22 0,60
8 20 (0) 20 (+1) 1,9 32 17 -51 00
9 30 (+1) 20 (+1) 00 41 16 -53 0,0
10 20 (0) 15 (0) 0,0 22 75 10 19
11 20 (0) 15 (0) 00 22 71 10 17

Tabela 3. Valores de resolucéo obtidos com desenho experimental B.

Variavies dependentes

Variaveis independentes*

Ensaios [TBS] % MeOH Ri2 R23 Rss Rus45 Rsg
(mM) (vIv)
1 30 (-) 5 (-) 41 14 32 31 16
2 40 (0) 5() 4,9 1,6 2,8 4,7 2,3
3 50 (+) 5() 8,1 2,0 3,0 7,9 2,7
4 30 (-) 7.5 (0) 29 18 52 24 16
5 40 (0) 7,5 (0) 4,7 1,9 51 3,5 2,2
6 50 (+) 7,5 (0) 78 27 65 52 23
7 30 (-) 10 (+) 33 22 73 14 17
8 40 (0) 10 (+) 4.5 2,6 8,2 2,0 1,9
9 50 (+) 10 (+) 6,4 3,1 8,0 2,5 2,0
10 40 (0) 7,5 (0) 4.4 2,0 4.8 3,8 2,0
11 40 (0) 7,5 (0) 483 19 4,98 359 2,30

50
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Fig 3. Eletroferogramas obtidos do desenho experimental A. Composicéo do eletrélito: concentracdes de TBS de 10 mmol L™ (-),
20 mmol L™ (0) e 30 mmol L™ (+) e porcentagem de metanol (v/v) de 10% (-), 15% (0) e 20% (+). CondicBes analiticas: injec&o
hidrodinamica 5psi/5s; 25° C, tenséo aplicada de +30 kV; deteccao direta a 200 nm. Identificacdo dos picos: acidos (1) clorogénico,

(2) siringico, (3) ferulico, (4) benzoico, (5) p-cumarico, (6) vanilico, (7) cafeico, (8) galico e (9) protocatecuico.
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Fig 4. Eletroferogramas obtidos desenho experimental B. Composicao do eletrdlito: concentracdes de TBS de 30 mM (-), 40 mmol
L™ (0), 50 mmol L™ (+) e % (v/v) metanol de 5,0% (-), 7,5% (0) e 10% (+).CondicBes analiticas: injeco hidrodinamica 5psi/5s; 25°
C, tenséo aplicada de +30 kV; deteccédo direta a 200 nm. Identificacdo dos picos: acidos (1) clorogénico, (2) siringico, (3) ferulico,
(4) benzoico, (5) p-cumarico, (6) vanilico, (7) cafeico, (8) galico e (9) protocatecuico.
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O tratamento dos dados obtidos no fatorial A indicam que um aumento na
concentracdo de TBS e uma diminuicdo da % MeOH podem favorecer a qualidade
da separacdo. Os dados do tratamento estatistico ndo sdo demonstrados por
apresentar falta de ajuste em alguns modelos, entretanto, visualizando os
eletroferogramas da Fig. 3 € possivel observar que o melhor resultado de separacéo
foi obtido no experimento 3, com alto nivel de concentracdo de TBS e baixa
porcentagem de MeOH. Entretanto, como os pares de pico 4,5 e 5,6 (Tabela 2) ndo
apresentaram resolucdo acima de 2,0, satisfatéria para separacoes, a extrapolacéo
dos valores experimentais para niveis mais altos de TBS e menores de MeOH foi
estudado. Assim, o desenho fatorial B foi implementado, onde a concentracdo de
TBS variou de 30 mmol L™ (-) a 50 mmol L™ (+) e a % MeOH de 5% v,v (-) a 10% v,v
(+), em adicao ao ponto central. As condi¢cbes estudadas, assim como, o0s resultados
obtidos sdo mostrados na Tabela 3. Como pode ser observado na Figura 4, a
resolucdo em linha de base de todos os picos foi obtida na maioria das condi¢des,
exceto na condicdo (-),(-). Como esperado, em baixas concentracbes de TBS as
separacbes sdo mais rapidas, devido a baixa compressdo da dupla camada da
superficie do capilar e aumento do fluxo eletrosmético. O aumento da %MeOH
promoveu mudancas na seletividade dos picos 1 a 6, entretanto em menor extensao

em relacdo ao desenho fatorial A.

Os resultados demonstrados na Tabela 3 foram aplicados a um modelo
quadratico para dois fatores (x; para [TBS] e x, para %MeOH) para gerar a

superficie de resposta de acordo com seguinte equagao:

¥ =b, +b,X, +0,X, + b, X7 + by X2 +b,% X, [1]
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Onde, y sdo os valores de resolucdo entre os pares de picos 1 a 6, x; € a
concentracdo de TBS e x; a % de MeOH, b, é o intercepto, bi sdo os coeficientes de
primeira ordem e by; e by, 0s coeficientes de segunda ordem para estimar a
curvatura, com by, representando a interacdo. Os resultados estdo listados na
Tabela 4, com os respectivos erros padrdes de regressao. Valores de F parcial e p
para os coeficientes também foram incluidos na Tabela 4, entre paréntesis, abaixo
de cada coeficiente. Todos os modelos foram validados por ANOVA, nao
apresentando falta de ajuste em nenhum dos modelos. Coeficientes com p<0,05

foram desconsiderados do modelo.

A separagdo dos compostos foi obtida em todas as condi¢des, no entanto,
para a obtencdo da melhor condicdo de separacdo, uma funcdo de decisdo
multicritério foi aplicada. As superficies de respostas foram geradas a partir dos

modelos obtidos para cada fungéo resposta e sdo apresentadas na Figura 5.



Tabela 4. Coeficientes da funcao de resolucéo (equacao [1]) e dados estatisticos correspondentes.
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ﬁ bO bl (Fparcial, p) b2 (Fparcial, p) bll (Fparcial, p) b22 b12 (Fparcial, p) R2 aj F p

Rs12 -1,42 £ 0,18 0,198 £ 0,24 -0,187 £ 0,24 - - - 0,8761 36,34 0,0001
(68,84; 0,0001) (3,85; 0,0855)

Rsys 2,122 + 0,038 -0,120 £ 0,035 0,197 £ 0,035 0,00201 + 0,052 - - 0,9719 116,2 0,0001
(134,74, 0,0001) (198,75; 0,0001)  (15,08; 0,0060)

RS3 4 -3,09+0,14 0,0313+0,19 0,961 £ 0,19 - - - 0.9424 82,77 0,0001

(2,76; 0,1355) (162,79; 0,0001)

Rsss  -8,34 + 0,089 0,422 + 0,12 0,817 +0,12 - - -0,0367 + 0,15 0,9734 122,8 0,0001
(147,82; 0,0001)  (182,04; 0,0001) (38,51; 0,0004)

Rss¢ -0,890 + 0,041 0,0873 £ 0,055 0,219 + 0,055 - - -0,00733 0,8337 17,71 0,0012

0,067

(34,38; 0,0006)

(11,34; 0,0120)

(7,41; 0,0297)

R’ aj Coeficiente de correlagdo ajustado.
F valor F de Fisher
p probabilidade
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Figura 5. Superficies de resposta das resolucdes obtidas no desenho experimental
B em funcdo da concentracdo de TBS e % MeOH.
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Para a otimizacdo do experimento, com varias respostas, foi aplicado a
metodologia de otimizacdo simultanea, funcdo de desejabilidade Derringer (Jimidar
et al., 1996). O método se baseia na definicdo de uma funcéo de desejabilidade para
cada resposta, com valores restritos ao intervalo [0,1]; O significa um valor
inaceitavel, e 1 o valor mais desejavel. A natureza da funcdo depende dos objetivos
do experimento. Uma vez que as funcdes de desejabilidade (d) tenham sido
especificadas para todas as respostas, estas sdo combinadas numa desejabilidade
global (D), normalmente dada pela média geométrica das m desejabilidades
individuais:

D=ydd,...d, (8)

Assim, a otimizacdo simultanea das varias respostas se reduz a maximizacao

de um unico valor, a desejabilidade global. (Derringer e Suich, 1980; Jimidar et al.,

1996). A desejabilidade (d) de cada resposta € definida por:

— 9)

_ (10)

(11)

Onde A é o valor alvo 6timo, situado em algum ponto dentro de uma faixa de
aceitacéo, cujos limites inferior e superior sao representados por LI e LS,
respectivamente. O valor de d esta restrito ao intervalo [0,1]. Uma desejabilidade
igual a 1 s6 sera obtida se a resposta coincidir exatamente com o valor alvo e tornar
os numeradores das frages iguais aos respectivos denominadores. A medida que o

valor de y se afasta do alvo A, o valor da desejabilidade ira caindo, tornando-se zero
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guando um dos limites da faixa de aceitacdo for alcancado. A taxa de variacao da
desejabilidade com a resposta estimada pelo modelo é definida pelos valores dos
expoentes s e t. Fazendo-os variar, podemos acelera-la ou retarda-la e assim atribuir
diferentes desejabilidades aos diversos niveis da resposta. Valores altos dos dois
expoentes fardo com que a desejabilidade caia rapidamente, tornando-se muito
baixa a menos que y esteja muito perto do alvo. Valores baixos, por outro lado,
permitirdo que a resposta tenha uma variacdo mais ampla sem que a desejabilidade
seja muito diminuida. A escolha vai depender da prioridade ou da importancia

relativa que € atribuida a cada resposta (Barros Neto, 2007).

Foram observados diferentes comportamentos para a separacdo dos
diferentes pares. Para a obtencdo de condicbes de concentracdo de TBS e
porcentagem de metanol favoraveis para a separacdo de todos os compostos, foi
construida a superficie de resposta de otimizacdo do experimento, considerando-se
a maximizacdo de todas as respostas em relacdo a funcdo desejabilidade (D).
Assim, de acordo com a equac¢do 9, os valores de A foram os valores maximos de
resolucdo observados em cada experimento, os LIs os valores minimos de
resolucdo de cada experimento e o valor do expoente s foi de 1. A superficie de

resposta encontra-se na Figura 6.
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Figura 6. Superficie de resposta de otimizacdo do experimento fatorial B em fungéo
da concentracédo de TBS e porcentagem de metanol.

A superficie de resposta de otimizacdo do segundo experimento demonstrou
um aumento na resposta com o aumento da concentracdo de TBS e utilizacdo de
faixas intermediarias da porcentagem de metanol. A 6tima condicdo da funcéo
desejabilidade (0,656) foi atingida com as condicdes de 50 mmol L™ de TBS e 7,46
% (v/v) de metanol. A superficie demonstra uma possivel expansao para obtencao
de uma regido maxima em direcdo ao aumento da concentracdo de TBS. No
entanto, o aumento da concentracdo de TBS acima de 50 mmol L™ no sistema
eletroforético estudado promoveu uma elevacdo da corrente (acima de 100 mA).

Este aumento da corrente pode interferir na eficiéncia e repetibilidade da separagéo
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dos analitos, devido ao efeito Joule. Assim, a melhor condicdo obtida através deste
planejamento experimental para a separacdo dos compostos foi a utilizacdo de TBS
na concentracdo de 50 mmol L' e porcentagem de metanol de 7,5%. O
eletroferograma representativo com os padrbes de acidos fendlicos na condicéo
otimizada encontra-se na Figura 7. Este eletroferograma apresentou um pequeno
aumento no tempo de retencdo dos compostos em relacdo ao eletroferograma
apresentado na Figura 4 devido a diferentes condicdes de condicionamento
utilizadas. Esta condicdo foi reproduzida para a analise de frutas e considerada

adequada para a aplicagcdo em matrizes complexas.

0.02

P.I.

0.011 7

ﬁ@t

=
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0.00

o 2 4 & 8 10 12
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Figura 7. Eletroferograma dos padrdes de &cidos fenolicos na condigdo otimizada:
50 mmol L™ de TBS, 7,5% MeOH (v/v), pH 9,2. Outras condicdes eletroforéticas:
injecéo hidrodinamica de 0,5 psi por 5 s; tenséo aplicada de 30 kV; 25°. C; deteccao
a 200 nm. Identificacdo dos picos: &cidos (1) clorogénico, (2) siringico, (3) ferulico,
(4) benzoico, (5) p-cumarico, (6) vanilico, (7) cafeico, (8) galico, (9) protocatecuico e
(P.1.) padréo interno de triptofano.
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3.2 Validacgéo

A seletividade do método foi estabelecida pela separacdo em linha de base
dos acidos fendlicos investigados (Fig 7). A precisao instrumental foi caracterizada
pela triplicata de injecdo das solucdes padrbes em trés niveis de concentracao
avaliando-se as repetibilidades intradia e em trés dias diferentes. Os resultados séo
demonstrados na Tabela 5. A repetibilidade do tempo de migracdo e area de pico
foram abaixo de 2,8 e 5,4% C.V., respectivamente. A precisdo entre dias para
resultados de tempo de migracdo foram abaixo de 4,8% C.V.. Entretanto, para
razdes de area de pico em trés niveis de concentracdo, a precisdo variou de 4,8 a

119%,; este resultado indica que a superficie do capilar foi alterada com o tempo.

Estudos de exatiddo foram conduzidos pela avaliagdo das taxas de
recuperacdo de solucdes padrées na concentragéo de 20 ug mL™ adicionadas aos
extratos das fracBes livres e hidrolisadas (Tabela 6). Foram obtidos valores de
recuperacdo entre 81 e 115%, com valores de desvio padrdo menores que 6,4.
Entretanto, estes resultados indicam apenas o efeito da matriz na recuperacao do
método e, portanto, ndo servem para avaliar o desempenho de extracado em suas
varias etapas. Uma melhor investigacdo do processo de recuperacdo na extracao €

apresentada no proximo capitulo.

A linearidade do meétodo foi determinada pela qualidade dos dados
estatisticos apresentadas na Tabela 7. Curvas analiticas foram construidas nas
concentracdes de 10 — 100 ug mL™ (exceto para o &cido clorogénico que apresentou
linearidade na faixa de 10 — 75 pg mL™), contendo padrdo interno (40 pg mL™ de
triptofano). Altos valores de F, baixos valores de erros de regresséo e coeficientes
de determinacdo (R? de até 0,999 foram obtidos, indicando boa linearidade do

meétodo. Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram baseados na
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razdo do desvio padrdo do intercepto e sua inclinacdo, multiplicados 3,3 e 10,
repectivamente. Os LD dos &cidos fendlicos variaram de 1,3 a 3,8 ug mL™ e LQ de

4,0a1lpugmL™



Tabela 5. Valores de C.V. (%) do tempo de migracéo e area relativa.

ACIDOS PRECISAO INTRADIA PRECISAO INTERDIA
FENOLICOS % CV (n=3) % CV (n=9)
Tempo de Razao de area de pico Tempo de Razao de area de pico
migracao migragao
10 50 100 10 50 100
ug mL* ug mL*
Acido clorogénico 0,44 0,93 4,0 3,3 1,6 4,8 6,3 4,9
Acido siringico 0,39 2,3 2,3 2,3 2,0 5,9 8,2 5,8
Acido ferulico 0,39 2,2 0,60 3,3 3,5 5,7 7,4 6,0
Acido benzoico 0,91 2,4 2,5 2,6 3,6 11 7,5 8,5
Acido p-cumérico 0,46 4.4 5,4 2,4 2,7 8,3 10 7,5
Acido vanilico 0,46 3,6 4,5 1,1 4,4 7,5 9,2 5,9
Acido cafeico 1,7 2,2 0,43 1,3 4,5 7,3 7,6 6,2
Acido galico 2,0 1,3 0,81 1,3 4,2 53 4,3 52
Acido 2,8 0,47 1,7 1,9 4,8 6,6 11 11

protocatecuico




Tabela 6. Resultados de exatiddo na validagdo do método (testes de recuperagéao).

ACIDOS ABIU - ROXO AMORA SILVESTRE TOMATE DE ARVORE
FENOLICOS
Fracdao livre Fracao Fracdao livre Fracao Fracdao livre Fracao
hidrolisada hidrolisada hidrolisada
Acido clorogénico 97,5+1,0 97,2+2,5 85,3+6,1 84,6 + 0,88 88,3+3,5 90,2+1,4
Acido siringico 100,2 + 0,94 98,2+1,2 995+1,3 98,4+1,2 95,8 + 0,67 85,8+3,5
Acido ferdlico 98,9+1,2 97,5+2,2 98,5+ 0,93 98,3+1,5 99,7 £ 0,92 98,4+24
Acido benzoico 99,5+0,44 98,3+1,7 99,2+1,9 87,2+14 98,3+1,1 84,7+24
Acido p-cumaérico 99,8+1,1 93,7+2,2 98,7+ 2,2 95,3+2,2 97,1+0,85 84,1+25
Acido vanilico 100,5+0,88 99,2+0,56 975+2,2 87,2+35 954+1,2 81,3+24
Acido cafeico 98,9+1,5 89,2+5,7 926+1,1 95,7+ 2,0 945+ 1,7 115,0+ 3,2
Acido galico 102,0+2,6 110,3+6,4 105,3 £5,7 96,5+ 2,3 94,8+5,9 95,0+1,3




Tabela 7. Linearidade, limites de detec¢éo (LD) e quantificacdo (LQ) para o método proposto.
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ACIDO FENOLICO INTERCEPTO INCLINA(;AO R? F EP p LD* LQ**
(ngmL?)  (ug mL™)
Acido clorogénico  -0,0083 + 0,0055  0,0110 + 0,0001 0,9996 7036 0,008 4x107° 1,65 5,00
Acido siringico -0,068 + 0,027 0,0353 £ 0,0005  0,9993 5528 0,040 2x107 2,52 7,65
Acido ferulico 0,027 + 0,013 0,0296 + 0,0002 0,9998 16600 0,019 2x10® 1,44 4,39
Acido benzoico 0,004 + 0,018 0,0541 + 0,0003  0,99986 28984 0,026 7x10°® 1,10 3,33
Acido p-cumarico -0,029 + 0,023 0,0397 + 0,0004 0,9996 9717 0,034 6x10° 1,91 5,79
Acido vanilico -0,072 + 0,030 0,0606 + 00,0005  0,9997 12711 0,045 4x10°® 1,63 4,95
Acido cafeico 0,025 + 0,018 0,0551 +0,0003  0,99986 29253 0,027 7x10° 1,08 3,27
Acido galico 0,045 + 0,022 0,0815 + 0,0004  0,99991 44461 0,033 3x107° 0,89 2,70
Acido 0,086 + 0,10 0,136 + 0,002 0,9993 5402 0,16 2x10”’ 2,43 7,35

protocatecuico

EP erro padrao da regresséo

"LD = 3.3x(desvio padr&o do intercepto/inclinacdo da reta)
“LQ = 10x(desvio padréo do intercepto/inclinacéo da reta)
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3.3 Determinacéao dos acidos fendlicos em frutas nativas

O método proposto foi aplicado para a analise das frutas encontradas no
Brasil como amora selvagem, tomate de arvore e abiu-roxo. Os eletroferogramas
obtidos das frutas sdo apresentados na Figura 8 e 9. A dificuldade encontrada na
analise de alimentos encontra-se na complexidade da maioria das matrizes.
Entretanto, como pode ser observado nas Figuras 8 e 9, 0 processo de extracao
adotado promoveu boa capacidade de separacdo dos &acidos fendlicos sob
investigacdo. Os tempos de migracdo dos &cidos fendlicos na amostra foram
relativamente diferentes em relacdo aos tempos de migracdo das solucdes padrao
devido ao efeito da matriz. Em CZE, os tempos de migracdo sao sensiveis a
pequenas mudancas no pH do tampao e da forca idnica. Assim, a identificacdo dos
picos foi acompanhada pela adicdo de aliquotas de solucfes padréo aos diferentes
extratos e pela comparacao do espectro UV-Vis de cada pico nos eletroferogramas

das amostras.

A Tabela 8 apresenta os resultados de quantificacdo expressos em g por g
de fruta fresca. O abiu-roxo também conhecido como caimito ou maca estrela (star
apple) é uma fruta tropical encontrada na América do sul. De acordo com o0s
resultados (Tabela 8), o abiu-roxo contém os acidos ferdlico e p-cumarico e
guantidades relativas de acido galico; a amora silvestre é rica em acido cafeico e
contém quantidades equivalentes de acido clorogénico, p-cumarico e protocatecuico.
Do mesmo modo, o tomate de arvore que € uma fruta subtropical, também é rica em
acido cafeico e contém quantidades variadas de acido clorogénico, siringico, ferulico

e p-cumarico.
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Figura 8. Eletroferogramas da fracéo livre (A) e fracdo hidrolisada (B) da fruta abiu-
roxo. Condicbes eletroforéticas: eletrélito composto por 50 mmol L™ de tetraborato
de sodio, pH 9,2 e 5% (v/v) metanol; tensédo aplicada de +30 kV; capilares de 50 pm
d.i.,, 40,2 cm total; injecdo 0,5 psi /5s. Identificacdo dos picos: acidos (3) ferulico, (5)
p-cumarico, (8) gélico, e (P.l.) padréo interno de triptofano.
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Figura 9. Eletroferogramas das frutas: amora silvestre (fracdo hidrolisada) (A) e
tomate de &rvore (fracdo hidrolisada) (B). Condi¢cGes eletroforéticas: eletrdlito
composto por 50 mmol L™ de tetraborato de sédio, pH 9,2 e 5% (v/v) metanol;
tensdo aplicada de +30 kV; capilares de 50 ym i.d., 40,2 cm; injecdo 0,5 psi /5s.
Identificagdo dos picos: &cidos (1) clorogénico, (2) siringico, (3) ferulico, (5) p-
cumarico, (7) cafeico, (9) protocatecuico e (P.l.) padréo interno de triptofano.



Tabela 8. Contetdo de acidos fendlicos em frutas (ug g*de fruta fresca).
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Amora silvestre

Tomate de arvore

Fendélicos livres

Hidrolisados

Fendlicos livres

Hidrolisados

Abiu - roxo

Fenolicos livres Hidrolisados
Acido clorogénico n.d. n.d.
Acido siringico n.d. n.d.
Acido ferdlico n.d. 6,29+0,43
Acido p-cumarico n.d. 2,03+0,43
Acido vanilico n.d. n.d.
Acido cafeico n.d. n.d.
Acido gélico 8,38 £ 0,25 11,4+1,8
Acido protocatecuico n.d. n.d.

5,21+0,50
n.d.
n.d.
n.d.

8,03+0,88
n.d.
n.d.
7,19+0,05
n.d.
47,31+0,98
n.d.
6,60+0,98

5,28+0,83
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

n.d.
5,23+1,04
1,51+0,36
0,76+0,45

n.d.

44,4749,29

n.d.

n.d.

n.d., ndo detectado ou abaixo do LD.
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Em geral, a maior parte dos acidos fendlicos foi encontrada na fracéo
hidrolisada do que na fracéo livre, indicando que nas frutas, os acidos fendlicos séao
encontrados em maior extensao na forma ligada a outros compostos. Avaliando os
resultados da Tabela 7 pode-se observar que nas fracdes livres 0 acido clorogénico
ocorre tanto na amora silvestre como no tomate de arvore e somente o acido galico
ocorre no abiu-roxo. Nenhum dos outros acidos fendlicos estudados foi detectado na
fracdo livre dos extratos. O &cido p-cumarico foi encontrado em todas as fracdes
hidrolisadas das frutas estudadas. Dentre as amostras analisadas, somente a amora
silvestre apresentou acido protocatecuico na forma ligada. Amora silvestre e tomate

de arvore séo boas fontes de acido caféico na forma ligada.

Na literatura foram encontrados poucos dados em relacdo a composicédo e
propriedades das frutas sobre investigacédo. Luo et al. (Luo et al., 2002) avaliou a
atividade antioxidante de abiu-roxo através de ensaios de DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazil) demonstrando que o extrato da fruta, efetuado com acetato de etila
exibiu uma atividade antioxidante evidenciada. Os compostos polifendlicos do
extrato foram fracionados em coluna de silica gel e identificados por TLC, NMR e
ESI-MS. No estudo em referéncia, foi identificada a presenca do acido gélico na
fracao sollvel de acetato de etila e a presenca de outros flavonédides. A identificacdo
destes compostos na forma hidrolisada n&o foi encontrada na literatura consultada.

Estudos sobre amora de diferentes espécies indicam que esta fruta apresenta
potencial antioxidante, muitos deles atribuem esta propriedade aos compostos de
antocianina devido seu alto teor (Chen et al., 2006); (Hassimotto et al., 2007). No
entanto, o potencial antioxidante dos compostos fendlicos ndo antocianinicos
também demonstraram alta atividade antioxidante por ensaios de captura de radicais

livres (Zhang et al., 2008). No trabalho citado, foram identificados os compostos de
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acido protocatecuico, acido clorogénico, acido 4-cafeoilquinico e 3,5-dicafeoilquinico,

além de outros flavondides, em amostras de amora (Morus alba L.), por LC-MS.

O tomate de arvore é uma fruta subtropical, alguns estudos envolvendo esta
fruta avaliam sua propriedade antioxidante (Vasco et al., 2008; Kou et al., 2009). No
entanto, estudos de sua composicdo fenélica ndo foram encontrados. Um estudo
utilizando o extrato alcodlico cru de C. betacea demonstrou que a fracdo fendlica
exibiu alta atividade de captura de radicais livres (DPPH) e apresentou pronunciado
efeito na inibicdo da oxidacdo de LDL “in vitro” e o stress induzido pela citotoxidade

em células neurais PC12 (Kou et al., 2009).

Os resultados do conteudo de acidos fendlicos apresentados neste trabalho
contribuem para a caracterizacdo fenodlica de frutas encontradas no Brasil. Estes
dados também evidenciam seu potencial antioxidante e revelam que as frutas
estudadas sdo excelentes fontes de &cidos fendlicos podendo ser importantes

candidatos como alimento nutracéutico.
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4. CONCLUSOES

Neste trabalho, um método simples, versatil e relativamente rapido foi
desenvolvido para a determinacédo de acidos fendlicos em frutas nativas. O estudo
de otimizacdo da composicdo de eletrolito para determinacdo dos acidos fendlicos
foi conduzido por desenho fatorial 3%, onde a ferramenta por decisdo multicritério
(baseada na funcao desejabilidade de Derringer) foi utilizada como funcéo resposta.
O método foi validado e considerado satisfatorio para a quantificacdo de acidos
fendlicos em frutas nativas. Apesar do processo de extracdo ser mais dispendioso,
ele permitiu discriminar os &cidos fendlicos livres e hidrolisados das frutas
examinadas. O desempenho da metodologia analitica aplicada foi satisfatorio para a
inspecdo da composicdo em acidos fendlicos em matrizes de frutas, podendo ser
implementado no controle de qualidade de frutas e possivelmente produtos

derivados.
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CAPITULO 3

EXTRACAO E DETERMINACAO DE ACIDOS FENOLICOS NO FRUTO DO ACAI

E PRODUTOS DERIVADOS POR ELETROFORESE CAPILAR

RESUMO

O acai € o fruto da palmeira Euterpe oleracea Mart., de origem amazonica,
tem sido amplamente comercializado no pais inteiro e até em outros paises na forma
processada ou congelada. Algumas pesquisas demonstram que 0 acai apresenta
uma rica composicdo fitoquimica e relacionam este alimento com propriedades
nutracéuticas. Este trabalho caracteriza a composicdo de &cidos fendlicos na forma
livre e hidrolisada presentes no acai Jucara (Euterpe precatdria Mart.), acai do Para
(Euterpe oleracea) e em produtos comercias de agai como polpa congelada e “agai
na tigela”. A determinagdo dos acidos fendlicos (siringico, ferudlico, p-cumaérico,
benzoico, vanilico, p-hidroxibenzoico, cafeico, galico e protocatecuico) foi
investigada por eletroforese capilar de zona com eletrélito composto por 50 mmol L™
de tetraborato de sédio e 7,5% (v/iv) metanol. Os compostos fendlicos foram
extraidos com metanol por ultrassom. A seguir, com intuito de promover o clean up
da amostra e pré-concentrar a fragédo fendlica, o processo de extracao liquido-liquido
foi utilizado. O processo de hidrélise alcalina também foi adotado para avaliar o perfil
dos acidos fendlicos esterificados. O processo de recuperacdo da extracdo foi
avaliado na polpa congelada de acai obtendo-se resultados de 46+12 a 134+16 %
na fracédo livre e de 62+29 a 134+16% na fracdo hidrolisada. Em acai do Para e seus
produtos foram encontrados os acidos siringico, ferulico, p-cumarico, vanilico, p-
hidroxibenzoico, cafeico, galico e protocatecuico e no acai Jucara os &cidos

siringico, ferulico, vanilico e protocatecuico.
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1. INTRODUCAO

O acai € o fruto da palmeira conhecida como acaizeiro, Euterpe oleracea
Mart. O acaizeiro € encontrado na floresta Amazbnica e destaca-se por sua
importancia econdmica nesta regido. O Para € o maior produtor do Brasil, sendo
responsavel por 95% da producéo do acai, calculada em 100 a 180 mil litros/ dia, em
Belém. Hoje sua expansado econdmica ja atinge novos mercados no sudeste do pais
e alguns paises da Europa, Estados Unidos, Japdo e China (Menezes et al., 2008).
O fruto, matéria-prima para a obtencéo do suco do acai, bebida simbolo do Pard, é o
principal produto oriundo da palmeira. O acai é um fruto esférico com diametro de 1
a 1,5 cm e de cor purpura. A semente constitui a maior parte do fruto e este &
coberto por uma fina camada fibrosa, contendo a polpa do fruto. A polpa é separada
e macerada para a obtencdo de um suco viscoso. O suco é consumido
principalmente pela adicdo de acucar, xarope de guarana ou outras frutas, como
banana, acerola e morango (Rogez, 2000). A polpa do acai também tem sido
adicionada a outros produtos alimenticios como bebidas (Sabbe et al., 2009),
iogurtes (Coisson et al., 2005), e sorvetes.

Grande enfoque tem sido dado ao acai devido aos beneficios associados ao
seu consumo. Varios estudos relacionados a sua composicdo evidenciam seu valor
nutricional (Schauss et al., 2006; Menezes et al., 2008). Varios estudos fitoquimicos
do fruto do acai caracterizam uma composicdo rica em compostos fenolicos (Del
Pozo-Insfran et al., 2004; Pacheco-Palencia et al., 2008; Pacheco-Palencia et al.,
2009). Devido ao seu elevado teor em antocianinas, varios efeitos benéficos sao
associados a este produto (de Rosso et al., 2008). As antocianinas sao responsaveis

pela pigmentagdo vermelha do fruto e demonstram efeitos terapéuticos como
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atividade antiinflamatoria, prevencéo ao cancer, atividade vaso protetora, inibicdo da
oxidagdo do LDL e diminuicdo dos riscos cardiovasculares (Seeram et al., 2006).
Entretanto, o efeito complementar, aditivo ou sinérgico de outros compostos,
fendlicos pode ser atribuido as propriedades biolégicas das frutas, do que serem
atribuidos a um dnico composto (Seeram, 2008). Os acidos fendlicos podem
contribuir nas propriedades do acai por apresentar efeitos potencialmente protetores
contra alguns tipos de cancer, doencas cardiovasculares e inflamatérias, em parte
devido ao seu potencial antioxidante (Lea et al., 2008; Szajdek e Borowska, 2008).

A extracdo dos acidos fendlicos é uma etapa importante para a recuperacao e
isolamento dos compostos fendlicos das matrizes de plantas ou alimentos, antes da
analise. Etapas adicionais sao utilizadas para a remocao de outros compostos nao
investigados como gorduras, terpenos, clorofilas e outros compostos que podem
interferir na analise. Métodos de extracdo liquido-liquido e solido-liquido sao
amplamente utilizados para analise de fendlicos em plantas. Métodos de extracdo
utilizando ultrassom (Novak et al., 2008), soxhlet (Klejdus et al., 2008), fluido super
critico (Abbasi et al., 2008), micro-ondas (Waksmundzka-Hainos et al., 2007), por
solvente pressurizado (Skalicka-Wozniak e Glowniak, 2008) e fases solidas
(Michalkiewicz et al., 2008; Klejdus et al., 2009) também séo utilizados.

Krygier et al. (1982) utilizaram uma mistura de metanol/acetona/dgua (7:7:6,
v/vlv) para a extragdo de &cidos fendlicos em cereais. Posteriormente, os &cidos
fendlicos do extrato foram extraidos com éter dietilico e acetato de etila. Os acidos
fendlicos esterificados foram hidrolisados com NaOH 4 mol L™ e ap6s acidificacdo os
acidos fendlicos liberados foram extraidos com éter dietilico e acetato de etila. A
hidrélise alcalina pode levar a degradacdo de alguns acidos fendlicos,

particularmente os dihidroxilados (Krygier et al., 1982). Entretanto, Nardini et al.
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demonstraram que a adicdo de acido ascorbico, um forte antioxidante, e EDTA, um
guelante de ions metdlicos, previne a perda dos acidos fenolicos durante a hidrélise
alcalina (Nardini et al., 2002).

A extracdo em fase solida em diferentes sorventes sélidos foi investigada por
Michalkiewicz et al. (2008) em amostras de mel, para determinacdo de &cidos
fendlicos e flavondis por HPLC. Dentre as fases sélidas estudadas (Amberlite XAD-
2, Strata X, Oasis HLB e octadecil C;3g), a fase Ci13 demonstrou baixa recuperacao
(<30%) dos acidos siringico, cafeico, vanilico, gélico e p-hidroxibenzoico, quando
eluidas com metanol. Os melhores resultados de recuperagédo foram obtidos com a
fase Oasis HLB com valores de 54, 60 e 84% para os acidos cafeico, siringico e
galico, respectivamente, e de 100% para os acidos vanilico e p-hidroxibenzoico
(Michalkiewicz et al., 2008).

A determinacdo dos compostos fendlicos no acai tem sido realizada
principalmente por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por UV,
DAD e MS (Del Pozo-Insfran et al., 2004; Gallori et al., 2004; Rodrigues et al., 2006;
Schauss et al.,, 2006; de Rosso et al.,, 2008; Pacheco-Palencia et al., 2009). A
determinacdo de compostos fendlicos por eletroforese capilar ndo foi citada na
literatura consultada.

Neste trabalho, a extracdo e avaliacao do perfil de acidos fendlicos na forma
livre e hidrolisada do acai foram efetuadas. A determinacdo dos &cidos fendlicos em
polpa de acai foi investigada por eletroforese capilar de zona com deteccdo por
DAD. Estudos no processo de extracdo liquido-liquido foram desenvolvidos com

objetivo de obter melhores condi¢des para a recuperagéo dos acidos fendlicos.
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2. MATERIAIS E METODO

2.1 Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e a agua deionizada
purificada através do sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, USA). Os padrbes analiticos
foram de diferentes procedéncias: o acido clorogénico foi obtido da Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, E.U.A.); os acidos vanilico, ferulico, protocatecuico e p-cumarico
foram obtidos da Fluka (Neu-Ulhm, Alemanha); o acido siringico da Research
Chemicals Ltda; e os acidos galico e cafeico foram adquiridos da Espectrum. Os
padrdes foram dissolvidos em etanol na concentracdo final de 1000 pg mL™” e

armazenados sob refrigeracao, perfazendo as solugdes estoque.

Os eletrélitos de corrida foram preparados diariamente antes do uso,
utilizando-se solugéo estoque de 100 mmol L™ de tetraborato de sédio, adquirido da
Merck (Darmstadt — Alemanha). O solvente metanol foi de grau cromatografico,
obtido da Tedia (Fairfield — E.U.A.). Um eletrélito composto por 50 mmol L™ de
tetraborato de sddio, pH 9,2 e 7,5% (v/v) de metanol foi utilizado na andlise das

amostras.

2.2 Instrumentacao

Todos os experimentos foram conduzidos em um sistema de eletroforese
capilar modelo P/ACE MDQ (Beckman Instruments, Fullerton, CA, U.S.A.) equipado
com detetor do tipo DAD, com deteccdo direta fixada a 200 nm, controle de
temperatura por liquido refrigerante e programa de aquisi¢cao e tratamento de dados

(32 Karat™). As injegbes das amostras foram realizadas hidrodinamicamente a 0,5
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psi por 5 s. O sistema eletroforético foi operado com polaridade normal e tenséo de

30 kV.

Os capilares utilizados nos experimentos foram constituidos de silica fundida,
revestidos externamente com poli-imida, com 50 um de didmetro interno e 375 ym
de diametro externo. A temperatura do capilar foi controlada por sistema de
refrigeracdo mantida a 25° C. O comprimento total do capilar utilizado foi de 40,2 cm
e 0 comprimento efetivo de 30 cm. O condicionamento inicial do capilar foi efetuado
através de lavagem com solucéo de hidroxido de sédio 1 mol L™ (20 psi/30 min) e
agua deionizada (20 psi/30 min). O condicionamento do capilar no inicio de cada dia
foi feito através de lavagem com NaOH 1 mol L™ (20 psi/10 min), 4gua (20 psi/10
min) e o eletrdlito de corrida (20 psi/5 min). No final do dia o capilar foi lavado com
NaOH 1 mol L™ (20 psi/5 min) e 4gua (20 psi/5 min). No intervalo entre as corridas o

capilar foi recondicionado com solug@es do eletrdlito de corrida (20 psi/3 min).

2.3 Preparo das amostras e método de extracao

As amostras de polpa de acai congelada comercial e doces de acai (acai na
tigela) foram obtidas de mercado local e armazenadas a -5°C até o preparo. O acai
Jucara foi colhido da palmeira Euterpe precatoria Mart. encontrado na mata nativa
no Estado de Sdo Paulo e armazenado a -5°C. O acai do Para foi colhido da
palmeira Euterpe oleracea no Estado do Para e enviado a S&o Paulo, via correio, no
mesmo dia e, posteriormente, armazenado a -5°C. O método de extracdo dos acidos
fendlicos foi adaptado do método proposto por Krygier et al. (Krygier et al., 1982). As
amostras de frutas, acai Jucara e acai do Para, foram descongeladas em
temperatura ambiente, a polpa foi separada da semente (manualmente), pesada

(cerca de 6 g) e posteriormente triturada em Ultra-Turrax, contendo 6 mL de agua.
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Devido o alto teor de gorduras das polpas de frutas de acai preparadas em
laboratorio, estas foram desengorduradas pela adicdo de 5 mL de hexano, 3 vezes.
A fracdo lipofilica foi descartada. As amostras congeladas de polpa e produtos
derivados de acai foram descongeladas a temperatura ambiente, homogeneizadas e
pesadas (cerca de 12 g). Diferentes solventes como metanol, etanol e acetona foram
estudados para extracdo. Estes solventes foram adicionados as amostras na
propocdo de 1:1. As misturas foram submetidas ao ultrassom por 15 min e depois
centrifugadas a 9352 g por 10 min. O sobrenadante foi separado e evaporado em
rotavapor a 30°C para a retirada do solvente organico e redugdo do volume. A
suspensao aquosa foi acidificada com HCI concentrado a pH 2-3 para liberar os
acidos fendlicos livres. Em seguida, a solucéo foi saturada com cloreto de sédio e os
acidos fendlicos livres foram extraidos 3 vezes com éter dietilico e acetato de etila
50:50 v/v na proporcdo de 1:1 extrato - mistura de solvente. As fracdes da fase
organica foram separadas da fase aguosa e combinadas para evaporacao sob fluxo
de nitrogénio. Os compostos fendlicos foram ressuspensos em 1 mL de etanol :
agua (1:1) e filtrados em membrana 0,45 ym. A esta solucao foi adicionado o padrdo
interno seguida da injecdo da amostra em sistema de eletroforese capilar. A fase
aquosa remanescente foi hidrolisada com NaOH 4 mol L™ contendo 10 mmol L™ de
EDTA e 1% de &cido ascorbico, por 12 horas, sob refrigeracdo (Nardini et al., 2002).
Posteriormente, os acidos fendlicos hidrolisados foram extraidos e preparados da
mesma maneira que os acidos fendlicos livres. O Esquema 1 ilustra resumidamente

os procedimentos de extracao descritos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a determinacdo dos &acidos fendlicos na matriz de acai e produtos
derivados foi aplicado o método validado no capitulo anterior. Entretanto, devido a
interferéncia da matriz no tempo de migracdo do padrdo interno triptofano, foi
necessario adicionar outro composto como padrdo interno, com migracao
diferenciada. Assim, o acido 4-bromobenzoico foi utilizado como padréo interno para
guantificacdo das amostras de acai e produtos derivados. A Figura 1 demonstra a

separacao otimizada contendo o padréo interno de acido 4-bromobenzoico.

0.0307 P.l.
4 7
0.0251 6
2
0.0201 3 S 9 10
2 8
0.015]
_ 1 . | |
| | J
0.0107 .Lh HLLL_JIK__ ~ L I'\__.

0.00S'F

Minutos

Figura 1. Eletroferograma dos padrbes de acidos fendlicos na condicdo otimizada:
50 mmol L™ de TBS, 7,5% MeOH (v/v), pH 9,23. Outras condicdes eletroforéticas:
injecdo hidrodindmica de 0,5 psi por 5 s; tensdo aplicada de 30 kV; 25° C; capilar de
50 pum d.i. e comprimento total de 40,2 cm; detecgcdo a 200 nm. Solucdo de padrdes
contendo 40 pg mL™t de acidos (1) clorogénico, (2) siringico, (3) ferdlico, (4)
benzoico, (5) p-cumarico, (6) vanilico, (7) p-hidroxibenzoico, (8) cafeico, (9) gélico e
(10) protocateuico e 50 pg mL™ de &cido 4-bromobenzoico como padrdo interno

(P.1).

Curvas analiticas foram construidas nas concentragées de 10 — 100 pg mL™

(exceto para o acido clorogénico, que apresentou linearidade na faixa de 10 - 75 ug
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mL™), contendo padréo interno (50 pg mL™ de acido 4-bromobenzéico). A Tabela 1
apresenta os resultados de regressao obtidos.

Os compostos fendlicos encontram-se distribuidos nos tecidos celulares das
plantas e frutas. Os fendlicos insollveis estdo presentes nas paredes celulares
enguanto que os compostos sollveis encontram-se entre os vacuolos celulares das
plantas. A solubilidade dos fendlicos depende de sua natureza quimica na planta e
pode variar com o grau de associacdo a outros compostos. Os acidos fendlicos
podem estar associados a outras moléculas como carboidratos e proteinas. Além
disso, a solubilidade dos acidos fendlicos pode ser afetada pela polaridade e tipo de
solvente utilizado (Naczk e Shahidi, 2006).

A analise direta de amostras de frutas utilizando somente a extracdo solido-
liguido com solvente, apds centrifugacdo, apresentou grande interferéncia com
absorcdo a 200 nm de outros componentes presentes na amostra, ndo permitindo a
identificacdo ou deteccéo dos acidos fendlicos nas condicdes de eletroforese capilar
otimizadas no capitulo anterior. A determinacdo dos acidos fendlicos nas amostras
de frutas por eletroforese capilar foi possivel devido ao processo de extracao liquido-
liquido. A extracdo liquido-liquido promoveu um “clean-up” da amostra e a pré-

concentracdo dos acidos fendlicos.



Tabela 1. Resultados de regressado das curvas analiticas, limites de deteccao (LD) e quantificacéo (LQ).

ACIDO FENOLICO COEFICIENTE LINEAR INCLINACAO R? F p EP LD* LQ**
DA RETA (vgmL?Y)  (ug mL™Y
Ac. clorogénico -0,0051 + 00,0026  0,0050 +4,29-10° 0,9988 13710 7x10% 0,0058 1,71 5,18
Ac. siringico -0,030 + 0,0094 0,0158 + 0,00016 0,9988 10294 7x10* 0,021 1,97 5,98
Ac. fertlico -0,0076 + 0,0051 0,013 + 8,43-10° 0,9998 22454 1x10?® 0,011 1,34 4,05
Ac. benzoico 0,0097 + 0,0071 0,025+ 0,00012 0,9979 42456 3x10%’ 0,015 0,92 2,79
Ac. p-cumérico -0,016 + 0,010 0,017 +0,00018 0,9986 9422 2x10% 0,022 1,96 5,93
Ac. vanilico -0,025 + 0,015 0,026 + 0,00025 0,9994 10981 4x10%* 0,033 1,91 5,79
Ac. p-hidroxibenzoico -0,010 + 0,046 0,0515 + 0,00079 0,9993 4302 2x10® 0,046 2,97 9,02
Ac. cafeico -0,018 + 0,013 0,023 + 0,00022 0,9996 10982 4x102%* 0,029 1,91 5,79
Ac. gélico -0,018 + 0,022 0,034 +0,00036 0,9995 9023 2x10% 0,049 2,11 6,39
Ac. protocatecuico 0,011 + 0,049 0,053 + 0,00080 0,9994 4310 7x10%* 0,108 3,05 9,24

EP erro padréo da regressdo

"LD = 3.3x(desvio padr&o do intercepto/inclinacio da reta)
“LQ = 10x(desvio padréo do intercepto/inclinacéo da reta)

88
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O processo de extracdo liquido-liquido € comumente usado por ser uma
técnica pratica e amplamente usada para diferentes compostos. Os solventes mais
utilizados sdo metanol, etanol, acetona, éter etilico e acetato de etila (Stalikas,
2007). De acordo com Krigier et al. (1982) o melhor solvente para extracdo dos
acidos fendlicos foi uma mistura de éter etilico e acetato de etila. Neste trabalho, a
adicdo de cloreto de sédio a solucdo aquosa antes da extracao liquido-liquido foi
incluida no processo de extracdo. Esta adicdo promove um processo de “salting-out”
que diminui a solubilidade dos compostos organicos na agua e aumenta sua
transferéncia para os solventes organicos de extracao.

A hidrolise de éster gerando acido carboxilico € uma estratégia que tem sido
utilizada para avaliar o perfil dos acidos fendlicos em alimentos, uma vez que estes
compostos podem estar indisponiveis, por estarem ligados a outras substancias. A
hidrolise pode ser feita em meio acido, basico ou enzimatico (Robbins, 2003). Gao e
Mazza estudaram diferentes condi¢cdes de hidrélise acida para acidos fendlicos e
obteve rendimentos de 30 a 65% utilizando HCI e metanol (1:1, v/v) a 100°C, por 1
hora (Gao e Mazza, 1994). Entretanto, Krigier et al. reportou perdas nos teores de
alguns &cidos fendlicos em condicdes acidas (Krygier et al., 1982). A hidrolise basica
€ um processo de saponificacdo pelo tratamento da amostra com uma solucéo de
hidroxido de soédio. As condi¢cdes reportadas variam em relacdo ao tempo,
temperatura e concentragdo de NaOH. A hidrélise alcalina pode levar a degradacéo
de alguns acidos hidroxicinamicos. Entretanto, Nardini et al. demonstraram que a
adicdo de &cido ascorbico, um forte antioxidante, e EDTA, um quelante de metais,
previne a perda dos acidos fenolicos durante a hidrolise alcalina (Nardini et al.,

2002).
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Neste trabalho, foi avaliado o teor de acidos fendlicos da polpa de acai na
fracdo livre e hidrolisada. O processo de hidrolise basica foi de acordo com Nardini
et al., para evitar processos de decomposicéo nesta etapa (Nardini et al., 2002).

Para estudo de extracdo soélido-liquido dos acidos fendlicos do acai,
inicialmente foi avaliado o efeito de diferentes solventes na etapa inicial de extracao
por ultrassom (Tabela 2). Para este estudo um mesmo lote de polpa de acai
congelada foi fracionado em diferentes porcbes de 6 g e extraidos com etanol,
acetona e metanol. Para avaliar o grau de extracdo dos diferentes solventes, os
acidos fendlicos endogenos de cada extrato foram quantificados e comparados. As
meédias dos teores em triplicata de extracdo foram comparadas por teste de Tukey
(ANOVA). As médias dos teores de cada acido fendlico foram comparadas entre 0s
diferentes solventes utilizados para extracdo nas fracdes livres e hidrolisadas.
Médias seguidas da mesma letra ndo diferenciam entre si estatisticamente (p<0,05).

De acordo com a Tabela 2, a extracdo com metanol na proporcdo de 1:1
solvente e amostra (v/v) proporcionou maiores teores de acidos fenolicos em alguns
casos: extracdo do &cido siringico na fracdo livre e do acido vanilico na fracéo
hidrolisada. De acordo com a literatura consultada, diferentes condi¢cdes de extracdo
foram utilizadas para diferentes amostras. Krygier et al. obteve melhores resultados
de extracdo de acidos fendlicos em sementes de oleaginosas utilizando uma mistura
metanol-acetona-agua, 7:7:6 (Krygier et al., 1982). Kahkodnen et al. obteve melhores
condi¢cOes de extracdo em amostras de frutas liofilizadas (berries) com uma mistura
de acetona aquosa 70% (Kahkonen et al., 2001). As condi¢cdes de extracdo variam
para cada tipo de amostra, a presenca de agua € importante para amostras com
baixo teor de umidade ou liofilizadas, neste caso, como as amostras estudadas

apresentavam alto teor de agua (89% de umidade), a adicdo de solvente puro para
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extracdo foi eficaz para a extracdo dos acidos fendlicos. Estudos de extracdo na
amostra liofilizada da polpa do acai foram efetuados, entretanto, os teores de acidos
fendlicos foram menores em relacdo a amostra congelada dentro das condi¢cdes

estudadas (extracdo em metanol:agua 50% v/v).



Tabela 2. Diferentes solventes
fendlicos da polpa do acai*.
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utilizados na extracéo (proporgédo 1:1, solvente: volume de amostra) por ultrassom dos &cidos

Acidos Fracdo Livre** Frac&o Hidrolisada**

fendlicos Etanol Acetona Metanol Etanol Acetona Metanol
Ac. Siringico 48°+1,4 4,1°+0,4 117+ 1 4,4%+0,7 562+1,0 7,02+£20
Ac. Ferdlico 1,7%+0,04  2,2% +04 1,7%+01 2,4%+0,6 15%+04  25%%0,6
Ac. Benzoico 428+ 1 49°%+1 51%+8 1,1+0,3 2,1%+0,4 1,5%+0,6
Ac. . a a a
p_cuménco - - - 1,4 * 0,4 1,4 * 0,3 2,4 * 0,5
Ac. Vanilico 53%+0,4 50°+0,3 83%+17 1,9°+0,4 20°+02  32%°%01
Ac. Protocatecuico 4,12+05 3,8%+0,1 4,3%+0,7 71%+1,1 6,12+1,5 81%+25

* Teores de acidos fenélicos em pg g™ de fruta.
**Médias + desvio padrdo em triplicata, valores ha mesma linha e no mesmo tipo de fracdo (livre ou hidrolisada) com mesma letra ndo diferem entre si

estatisticamente (p<0.05).
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A Figura 2 A e B ilustram os eletroferogramas da polpa de acai nas fracdes
livre e hidrolisada. A diferenca nos tempos de retencéo na fracdo livre em relacao a
fracdo hidrolisada foi devido ao menor potencial aplicado (20 kV). A diminuicdo da
tensdo aplicada influencia o campo elétrico aplicado e consequentemente o fluxo
eletrosmotico, promovendo o aumento do tempo de retencdo dos analitos. A
aplicacdo desta tensao foi necesséria na fragdo livre com objetivo de aumentar a
resolucdo entre o pico de acido vanilico (pico 6) e o pico interferente posterior.

Baseado nas modificagbes efetuadas e discutidas anteriormente, o estudo de
recuperacao dos acidos fendlicos foi efetuado na matriz de polpa de acai congelado.
Os padrdes de acidos fendlicos foram adicionados a matriz e o processo de
recuperagdo foi avaliado nas fragdes livre e hidrolisada. Para a fragédo livre, os
padrdes foram adicionados na amostra inicial (Esquema 1), enquanto que para a
fracdo hidrolisada os padrdes foram adicionados na fase aquosa proveniente da
extracao liquido-liquido (Esquema 1). A Tabela 3 apresenta a quantificacdo dos
acidos fendlicos presentes na polpa de acai, os teores adicionados na polpa e a taxa
de recuperacdo destes compostos. Os teores de padrdes de &cidos fendlicos
adicionados a polpa foram estimados com base nos teores encontrados
originalmente na polpa (cerca de 50% do teor encontrado) e de até 1,5 ug g~ de
cada padrdo, quando ausentes na polpa. O teor adicionado de acido clorogénico foi
maior, por ter sido observado resultados divergentes de recuperacdo em ensaios

previos.
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Figura 2. Eletroferogramas das fracdes livre (A) e hidrolisada (B) da polpa de acai.
Condicées eletroforéticas: eletrélito composto por 50 mmol L™ tampao tetraborato,
pH 9,2 e 7,5% (v/v) metanol; tensédo aplicada de 20kV (A) e 30 kV (B); capilar de 50
pm d.i. e comprimento total de 40,2 cm; deteccdo a 200 nm. Identificacdo de picos:
acidos (1) clorogénico, (2) siringico, (3) ferulico, (4) benzoico, (5) p-cumarico, (6)
vanilico, (7) p-hidroxibenzoico, (8) cafeico, (9) gélico, (10) protocateuico e (P.l.)
padrdo interno de 50 pg mL™ de &cido 4-bromobenzoico.



Tabela 3. Teores de acidos fendlicos em amostra de polpa de acgai congelado e teores de recuperacéao.
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Acidos Fracdo Livre Fracdo Hidrolisada

fendlicos Teor Teor Recuperacao (%) Teor encontrado Teor Recuperacao
encontrado adicionado (ug (ng g™ adicionado (ug (%)

’ (mgg?) g!) g

Acido clorogénico - 2,8 777 - 2,8 -

Acido siringico 43+0,1 2,0 78+3 1,4+0,1 2,0 85+ 12

Acido ferdlico 2,4+0,1 1.5 115 + 23 10+ 0,4 5,0 804

Acido benzoico 64+£3 10 46 £12 0,84 £0,12 1,0 82+9

Acido p-cumarico - 1,5 97 +18 1,9+0,1 1,0 98+ 6

Acido vanilico 12+0,3 3,0 97 +7 1,1+0,2 1,0 101 + 16

A_cido p- _ 3,3+0,1 1,5 99 +2 0,76 +0,11 1,0 110+ 10

hidroxibenzoico

Acido cafeico - 1,5 85+ 4 22+0,7 1,4 132+ 11

Acido galico 0,44 0,08 1,0 60 + 2 0,55 + 0,24 15 62 + 29

Acido 3,0+0,0 1,5 110+ 9 2,7+0,1 1,5 125 + 20

protocatecuico
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Na fracdo livre, porcentagens de recuperacdo dos acidos fendlicos de 46 a
115% foram encontrados. Os acidos benzoico e galico apresentaram baixa
porcentagem de recuperacdo de 46 % e 60 %, respectivamente. Bons resultados
foram encontrados para os &cidos clorogénico, siringico, ferulico, p-cumarico,
vanilico, p-hidroxibenzoico, cafeico e protocatecuico com recuperacdes de 77 a 115
%.

Na fracdo hidrolisada as recuperacdes variaram de 62 a 132 % e ndo houve
recuperacdo para o &cido clorogénico. O acido clorogénico ndo foi recuperado na
fase hidrolisada por sofrer modificagcbes em sua estrutura devido ao processo de
hidrélise. A molécula do &cido clorogénico (acido 5-o-cafeoilquinico) é constituida de
uma molécula de &cido cafeico esterificada com o &cido quinico. O acido clorogénico
pode ter sido hidrolisado, assim, promovendo um aumento no teor de &cido cafeico,
que apresentou recuperacao alta, 132 %. Outra possibilidade existente é a
transformacéo do acido clorogénico em seus isdmeros, pois de acordo com Trugo e
Macrae os isébmeros do acido clorogénico podem ser obtidos pela elevacdo do pH a
8,0 com solucéo alcalina e posterior ajuste de pH para 2,5 - 3,0 com HCI (Trugo e
Macrae, 1984). A investigacdo da presenca destes isbmeros na fracdo hidrolisada
poderia ser efetuada, entretanto, devido a auséncia de padrées comerciais de &cido
3-cafeoilquinico e 4-cafeoilquinico, esta determinacdo nao foi efetuada.

Bons resultados de recuperacédo na fracao hidrolisada foram obtidos para os
acidos siringico, ferulico, benzoico, p-cumarico, vanilico, p-hidroxibenzoico, cafeico e
protocatecuico com taxas de recuperacao de 80 a 132 %. Entretanto, a recuperacao
para acido galico foi de 62 %, no mesmo nivel que na fracéo livre. A perda deste
composto pode ter ocorrido devido as condi¢gdes de hidrélise ou devido a processos

de oxidacdo. Como discutido acima, o acido cafeico apresentou uma alta
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recuperacdo de 132 %, possivelmente este aumento foi devido ao processo de
hidrolise da molécula de acido clorogénico. Poucos trabalhos discutem os processos
de recuperacao, alguns artigos de revisdo ndo encontram coeréncia nos dados de
extracdo, muitos dos processos de extracdo ndo sdo eficazes para todos os
compostos fendlicos estudados (Robbins, 2003; Naczk e Shahidi, 2006; Stalikas,
2007).

Com intuito de avaliar o fenbmeno de particdo dos analitos durante a etapa de
extragdo liquido-liquido, foi efetuada a extracdo de &acidos fendlicos a partir de
solu¢Bes aquosas contendo diferentes concentragdes de acidos fendlicos, através
da adicao de uma mistura de solventes organicos: acetato de etila e éter dietilico. A
Tabela 4 demonstra o percentual de acidos fendlicos extraidos na fase orgéanica a

partir de solucées aquosas contendo 10, 20 e 30 pg mL™ de cada &cido fendlico.

Tabela 4. Teor de &cidos fendlicos extraidos na fase orgénica, ap0s extracao
liquido-liquido a partir de solucbes aquosas contendo diferentes concentracfes (10,
20 e 30 ug mL™) de padrées &cidos fendlicos.

Acidos Recuperacao (%)

fendlicos 10 pg mL*? 20 pg mL*? 30 pg mL*?
Acido clorogénico 70+ 2 72+3 49 +6
Acido siringico 93+4 113 +5 88+1
Acido ferulico 95+2 99+ 6 84+1
Acido benzoico 58 + 8 54 +10 40+ 1
Acido p-cumarico 93+3 96 + 4 84+1
Acido vanilico 96 + 2 102 +3 91+1
Acido p-hidroxibenzoico 95+ 2 94 +3 92+2
Acido cafeico 84 +2 79+3 86 +1
Acido galico 85+1 89 +2 90 +2

Acido protocatecuico 87 +3 89+6 88 + 2
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Com o experimento de recuperacado dos padroes em fase aquosa foi possivel
verificar perdas no processo de extracdo para os acidos clorogénico e benzoico. As
taxas de recuperacédo para o acido benzoico foram de 40 a 58 %. O acido benzdico
por ser o composto mais polar desta classe demonstrou ter baixa particdo com a
fase organica utilizada. Este resultado esta de acordo com o valor observado na
recuperacdo do &cido benzoico na matriz de polpa de acai que foi de 46 % (Tabela
3). J& na fracao hidrolisada a recuperacdo de 82 % foi considerada alta (Tabela 3),
entretanto este valor pode ser decorrente as taxas remanescentes de padrdo
adicionadas na etapa anterior (acidos fendlicos livres). Em relagdo ao &cido
clorogénico, uma recuperacao de 49 a 72 % foi verificada. Contudo, neste caso a
perda deste composto provavelmente foi decorrente a sua instabilidade uma vez que
foi observada a formacdo de um pico desconhecido apds o processo de acidificacdo
e particdo em solvente.

A Tabela 5 apresenta os teores de &cidos fendlicos contidos no fruto do acai
do Para (Euterpe oleracea Mart.), acai Jucara (Euterpe edulis Mart.) e de um
produto comercial de acai (acai na tigela). A Figura 3 ilustra o perfil eletroforético

dos acidos fendlicos hidrolisados das amostras de acai Jucara e acai do Para.



Tabela 5. Teores de acidos fendlicos em amostras de acai Jucara, acai do Para e sobremesa de acai (acai na tigela).
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Acai Jucara (ug g™7)

Acai do Para (ug g™7)

Sobremesa de acai (Mg g'l)

Acidos Fenélicos  Fracéo livre Fracao Fracao livre Fracao Fracao livre Fracao
hidrolisada hidrolisda hidrolisada
Acido clorogénico i _ ) i i i
Acido siringico - 52+0,5 1,8 0,04 3,8+0,2 12+0,2 -
Acido ferdlico . 11+1 1,4+0,2 26+ 1 1,4+0,2 2,8+0,1
Acido benzoico i . . . 0,35+0,1 0,66 + 0,04
Acido p-cumarico ; - - 3,8+0,6 0,31 + 0,09 0,34 + 0,04
Acido vanilico - 12+1 2,1%0,2 3,8+0,4 36+0,2 0,51+ 0,10
Acido p-
hidroxibenzoico - - 1,3+0,1 3,3+0,2 - -
Acido cafeico - - - 2,7+0,4 0,43 + 0,08 0,66 + 0,01
Acido gélico } . . 0.26 + 0.02 - -
Acido
protocatecuico 17 £0,1 54 +3 16+0,1 59+0,4 24+05 1,5+0,2




100

AU

0.020 (A) 10

P.I.
0.016 1

0.012 -

0.008 -

0.004 : V'J“ L'—WM

0.000

10 12 14 Min

o
N
o
o

AU |

(B)

0.04 1

0.03 1
P.I.

0.02 1 10

0.01 1

o0 2 4 & 8 10 12 14 Mn
Figura 3. Eletroferogramas da fracao hidrolisada do acai Jucara (Euterpe precatoria
Mart.) (A) e do acai do Para (Euterpe oleracea Mart.) (B). Condicdes eletroforéticas:
eletrélito composto por 50 mmol L™ tampao tetraborato pH 9,2 e 7,5% (v/v) metanol;
tensdo aplicada, 20kV, capilares de 50 pum d.i.,, comprimento total de 40,2 cm;
injecdo 0.5 psi/5s. Identificacédo de pico: (1) clorogénico, (2) siringico, (3) ferdlico, (4)
benzoico, (5) p-cumarico, (6) vanilico, (7) p-hidroxibenzoico, (8) cafeico, (9) galico e
(10) protocateuico; (P.l.) padréo interno de 40,0 ug mL™ de triptofano em (A) e 50 ug
mL™ de &cido 4-bromobenzoico em (B).
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7

O acai Jucara € o fruto obtido da palmeira Euterpe edulis Mart.,, que é
encontrado desde o sul do estado da Bahia até o norte do estado do Rio Grande do
Sul, entretanto o fruto desta palmeira ndo é comercializado. A determinacdo dos
acidos fendlicos deste fruto demonstrou altos teores de acidos fendlicos na fracéao
hidrolisada. Na frac&o livre, o &cido protocatecuico (17,5 pg g* +1,04) foi o UGnico
acido fendlico sob investigacdo encontrado, outros compostos ndo foram detectados
nesta fracdo. Na fracdo hidrolisada foram encontrados os &cidos siringico, ferdlico,
vanilico e protocatecuico, com teores de 5,18 a 54,3 pg g*. Recentemente, Borges
et. al determinaram a composicéo fendlico de acai Jucara de diferentes regides de
Santa Catarina por HPLC e identificaram os acidos ferulico, gélico, protocatecuico e
p-cumarico (Borges et al., 2011). Entretanto, o trabalho citado ndo efetuou processo
de hidroliso na extracdo. Diferencas da composicao fendlica também podem ser
atribuidas as diferencas de condicdes climéticas e regido de crescimento (Shahidi e
Naczk, 2004).

O acai do Para demonstrou uma maior diversidade na composicao em acidos
fenolicos em relacdo ao agai Jucara. Na fracdo livre foram encontradas os &cidos
siringico, ferdlico, vanilico, p-hidroxibenzoico e protocatecuico com teores de 1,3 a
2,1 ug g*. Na fracdo hidrolisada, foram encontrados os &cidos siringico, ferdlico, p-
cumarico, vanilico, p-hidroxibenzoico, cafeico, galico e protocatecuico, com teores
de 0,26 a 26 pg g™*. Pacheco-Palencia et al. determinaram a composic&o fitoquimica
de Euterpe oleracea por HPLC-ESI-MS. Os acidos fendlicos encontrados no trabalho
citado foram: protocatecuico (1,77 pg g*), p-hidroxibenzoico (1,8 pg g*), vanilico
(5,05 pg g, siringico (4,02 pg g?) e ferdlico (0,98 pug gt) nas respectivas
concentragcbes (Pacheco-Palencia et al., 2009). Neste trabalho foram encontrados

oito tipos de acidos fendlicos enquanto que Pacheco-Palencia et. al encontraram
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cinco tipos de acidos fendlicos na mesma espécie do fruto do acai. Como o
processo de extracdo do trabalho anteriormente citado néo efetuou a hidrdlise
alcalina, pode-se considerar que o processo de hidrélise pode ter liberado os acidos
p-cumarico, cafeico e galico.

O produto de agai comumente conhecido como “agai na tigela” € um produto
industrializado muito consumido no pais. Este produto é constituido pela polpa do
acai e adicionado de acucar, banana e outros aditivos, sendo conservado congelado
antes do consumo. Na fracdo hidrolisada foram encontrados os acidos ferdlico,
benzoico, p-cumarico, vanilico, cafeico e protocatecuico com teores de 0,34 a 2,78
ug g*. Em relacéio & polpa congelada (Tabela 3) os teores do produto de acai foram
relativamente menores para todos os &cidos encontrados. O &cido benzoico
identificado na polpa e produto de acai € um antioxidante artificial adicionado como
conservante a estes alimentos, sendo encontrada em altas concentracdes na fracao
livre e hidrolisada. A fracdo hidrolisada do produto de acai demonstrou 0 mesmo
perfil de acidos fendlicos encontrados na polpa congelada e todas em menor
concentracdo. Os baixos teores de acidos fendlicos no produto de acai se devem ao
fator de diluicdo do produto pela adicdo de outros ingredientes na sua maior parte o
acucar. Poucos trabalhos reportaram o teor de acidos fendlicos em polpa de acai.
Del Pozo-Insfran et al. analisaram a polpa de acai por HPLC e encontraram 0s
acidos ferulico, p-hidroxibenzoico, galico, protocatecuico, vanilico e p-cumarico em
concentracdes de 17,1 a 212 mg L™ de polpa congelada (Del Pozo-Insfran et al.,

2004).
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4. CONCLUSOES

O processo de extracdo dos acidos fendlicos € uma etapa importante para a
determinacdo dos acidos fenolicos por eletroforese capilar. As etapas de extracéo
sélido-liquido seguida da extracdo liquido-liqguido promoveram o “clean-up” e pré-
concentracdo da amostra para possibilitar a identificacdo e quantificacdo de acidos
fendlicos dentro dos limites de quantificacdo do método. O estudo de recuperacéo
dos &cidos fendlicos foi satisfatorio, identificando etapas criticas de extragdo. Os
acidos fendlicos identificados na polpa do acai estiveram de acordo com a literatura
e este trabalho contribui com informacdes sobre os teores de acidos fendlicos livre e

hidrolisado em frutos produtos de acai, evidenciando sua composi¢ao fendlica.
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CAPITULO 4

DETERMINACAO DE ACIDO FOLICO EM FARINHA DE TRIGO

ENRIQUECIDA POR ELETROFORESE CAPILAR

Resumo

O folato é uma vitamina hidrossolavel do complexo B, muito importante para a
manutencdo do organismo humano. A deficiéncia desta vitamina esta relacionada
principalmente a doencas que acometem o tubo neural do feto, isto €, malformacdes
congénitas, que podem ser ocasionadas pela caréncia de acido félico na
alimentacéo de gestantes. Por este motivo, programas de intervencéo desta doenca
tém sido aplicados em varios paises. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) regulamentou a adicdo de éacido félico as farinhas de trigo e
milho na concentracdo de 0,15 mg/100 g de farinha. Para isto, métodos analiticos
apropriados devem ser desenvolvidos para um adequado controle de qualidade e
garantia da dosagem correta indicada pela legislacéo. Neste trabalho, com intuito de
aumentar a detectabilidade do acido félico em farinha de trigo, métodos de pré-
concentracdo online foram investigados. Um método de extracdo simples baseado
na dissolucéo da farinha em solucédo de Na,HPO, seguida de ultrassom e adicdo de
HCI concentrado foi adotado. A focalizacdo do &cido folico foi obtida por CZE e
MEKC, devido a fen6bmenos de isotacoforese transiente, sendo submetido a
separacéo eletroforética em BGE composto de tampé&o borato para CZE e borato e
SDS para MEKC. Entretatnto, a deteccdo do acido félico no extrato foi obtida por
MEKC com injecédo de grande volume de amostra em condi¢Bes eletroforéticas de
40 mmol L™* TBS e 30 mmol L™ SDS, 15 kV a 310 nm. Os limites de deteccéo e de
quantificacdo atingidos foram de 0,05 e 0,14 pg mL™, sendo adequados para

quantificacdo do acido félico em farinhas de trigo.
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1. INTRODUCAO

O folato é uma vitamina hidrossoltuvel do complexo B, muito importante para a
manutencdo do organismo humano; € encontrado naturalmente em alimentos como
brécolis, espinafre, couve-flor, frutas citricas, cereais secos, graos integrais,
fermento, figado e miudos. Folato € o termo genérico que se refere a compostos que
apresentam estruturas quimicas e propriedades nutricionais similares. O acido félico
(AF) é a forma monoglutamil totalmente oxidada desta vitamina e € comercialmente
utilizada em suplementos e alimentos fortificados. A estrutura quimicas do acido
félico é ilustrada na Figura 1.

H

|
H,N N N

T
|| NHY\/COOH

O COOH
Figura 1. Estrutura quimica do acido folico.

O folato apresenta importante participagdo na sintese de nucleotideos, divisdo
celular, expressdo génica, prevencdo de alguns tipos de cancer e doencas como
Alzheimer (Penteado, 2003). A deficiéncia desta vitamina estd relacionada
principalmente a doencas que acometem o tubo neural do feto, isto €, malformacdes
congénitas, que podem ser ocasionadas pela caréncia de AF na alimentacdo de

gestantes. Segundo dados do Estudo Latino-Americano Colaborativo de
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Malformacfes Congénitas (ECLAMC), o Brasil apresentou uma alta prevaléncia de
defeitos do tubo neural em 3,36 por mil nascidos vivos (2001). Segundo o Atlas
Mundial de Defeitos Congénitos publicado pela Organizacdo Mundial de Saude em
2003, o Brasil é classificado como o quarto pais em maior prevaléncia de defeitos do
tubo neural (Santos e Pereira, 2007).

Por este motivo, programas de intervencao desta doenca tém sido aplicados
em varios paises. Em 1998, a Food and Drug Administration (FDA) nos Estados
Unidos, determinou que cereais manufaturados (farinha, arroz, paes, macarrao entre
outros) fossem enriquecidos com acido félico na concentracdo de 0,14 mg/100 g de
produto (FDA, 1996). A fortificacdo deveria ser feita com a forma sintética do folato,
o acido félico, que é mais disponivel que o folato encontrado nos alimentos. No
Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) regulamentou a adi¢ao
de &cido fdlico as farinhas de trigo e milho na concentragdo de 0,15 mg/100 g de
farinha (ANVISA, 2002).

Alguns estudos tém indicado que, para além da prevencdo de defeitos do
tubo neural, o AF pode contribuir na prevencdo de doencas cardiovasculares e,
ainda, que pode ter um efeito protetor em relacéo ao cancer (Bailey et al., 2003).

O enriquecimento de alimentos com AF tem abrangido uma ampla variedade
de produtos. Existe uma grande preocupacédo em relagédo ao controle e informacgao
ao consumidor sobre a quantidade estipulada nos rétulos de produtos enriquecidos.
Para isto, métodos analiticos apropriados devem ser desenvolvidos para um controle
de qualidade adequado e garantia da dosagem correta indicada pela legislacao.

Os métodos utilizados para determinacdo do &acido fdlico podem ser
agrupados em meétodos biologicos, quimicos, bio-especificos (imunoenzimatico e

radio-imunoensaio), microbiol6gicos e cromatograficos, sendo que os dois ultimos
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sdo os mais utilizados (Alaburda e Shundo, 2007). O ensaio microbiolégico baseia-
se na medida da turbidez da solucdo pela acdo de microrganismos especificos.
Apesar deste método ser barato, pode ocorrer reacdo cruzada, além de ser
demorado e necessitar de pessoa experiente para 0 manuseio da amostra e do
microrganismo, garantindo a qualidade e repetibilidade dos resultados analiticos. Os
meétodos cromatograficos, principalmente HPLC, permitem a separacdo das
diferentes formas de folatos e sua quantificacdo. Os métodos cromatograficos
podem ser altamente especificos, confiaveis e requerem menos tempo do que 0s
ensaios microbioldgicos, porém sdo mais caros e apresentam menor detectabilidade
(Arcot e Shrestha, 2005).

A cromatografia liquida em fase reversa tem sido a técnica analitica mais
utilizada para a determinacdo de AF em diferentes alimentos, como cereais (Osseyi
et al., 1998; Poo-Prieto et al., 2006), farinha de trigo, paes, macarrdo (Alaburda et
al., 2008; Gujska et al., 2009) e leite enriquecido (Catharino et al., 2003). Os modos
de deteccdo mais utilizados sdo UV-Vis ou MS, uma vez que o acido félico nao
apresenta fluorescéncia natural.

A eletroforese capilar é uma técnica de separacdo que tem sido cada vez
mais utilizada devido as suas vantagens como alta eficiéncia de separacéo, analises
rapidas e baixo consumo de solventes. Os diferentes modos de eletroforese capilar
permitem a determinacao de diferentes espécies quimicas em diferentes matrizes. A
determinacdo do &cido folico por eletroforese capilar de zona (CZE) (Zhao et al.,
2006; Du et al., 2007; Cheung et al., 2008; Liu et al., 2009; Uysal et al., 2010),
cromatografia eletrocinética micelar (MEKC) (Gomis et al.,, 1999) e cromatografia
eletrocinética em microemulsdo (MEEKC) (Buskov et al., 1998; Aurora-Prado et al.,

2004) foi relatada. A maior parte dos trabalhos é aplicada a formulacdes
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farmacéuticas e a determinacédo de AF em alimentos é pouco demonstrada devido a
sua baixa detectabilidade em matrizes complexas. Cheung et al. (2009) investigaram
a estabilidade do acido félico adicionado em formulacdes de macarrdao instantaneo
por CZE; o teor de acido félico adicionado a farinha foi de 0,05 g por 100 g de
farinha e o limite de detecgdo do método foi de 2,2 mg L. Entretanto, 0 método
citado néo atingiu o limite de quantificacdo necessario para a quantificacdo do acido
félico em farinhas de trigo enriquecidas. A determinacdo de acido félico em
diferentes variedades de lentilhas foi realizada por Uysal et al. (2010). O acido fdlico
foi detectado a 200 nm em sistema eletroforético composto de 10 mM de borato de
sédio, 10 % metanol, pH 9, +18 kV. O limite de deteccdo do método foi de 0,27 ug
mL™. O processo de extracdo foi relativamente simples, entretanto o tempo de
andlise de 22 minutos foi demasiadamente longo (Uysal et al., 2010).

A baixa detectabilidade em CE, devido ao pequeno volume de amostra
injetado e reduzido caminho 6tico do capilar (50 e 75 pm d.i.), tem sido uma
limitacdo para analise de compostos em baixas concentracdes em alimentos e que
absorvem no UV. Uma das principais estratégias utilizadas em CE para compensar
esta limitacdo € o desenvolvimento da pré-concentracao online. Nesta modalidade, é
possivel inserir um grande volume de amostra na coluna capilar e concentrar os
analitos, com grande eficiéncia, através de diferentes estratégias conhecidas como
stacking (Urbanek et al., 2003). Estas estratégias sdo baseadas em fendmenos
fisico-quimicos e envolvem a manipulacdo da composicdo da amostra (atraves da
manipulagdo da velocidade eletroforética do analito) e do tampéo ou eletrolito de
corrida, juntamente com procedimentos de injecdo simples, sem necessidade de
alterar a instrumentacdo presente (de Moraes et al., 2009). As diferentes estratégias

de pré-concentracdo online incluem: stacking mediado por for¢a ibnica, amplificacédo
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por campo elétrico, injecao de grande volume de amostra, stacking mediado por pH,
isotacoforese transiente e sweeping (Osbourn et al., 2000; Quirino et al., 2000).
Existe uma grande preocupacdo em relacdo ao controle de qualidade e
informacédo ao consumidor sobre a quantidade estipulada nos rétulos de produtos
enriquecidos. Para isto, métodos analiticos apropriados devem ser desenvolvidos
para um adequado controle de qualidade e garantia da dosagem correta indicada
pela legislacdo. Neste trabalho, um método de pré-concentracdo on-line é proposto

para a determinacéo de baixos niveis de acido félico adicionado em farinha de trigo.
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2. MATERIAIS E METODO

2.1 Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e a agua deionizada
purificada através do sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, USA). O padréo de acido
félico obtido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, E.U.A.), foi dissolvido em solugéo
aquosa de Na,HPO, 0,1 mol L™ na concentracdo de 1000 pug mL™?, perfazendo a
solucéo estoque e armazenado sob refrigeracao.

Os eletrélitos de corrida foram preparados diariamente pela diluicdo de
solucBes estoques de 100 mmol L™ de tetraborato de sodio (TBS), 100 mmol L™ de
dodecilsulfato de sédio (SDS) e 100 mmol L™ de hidrogenofosfato de sédio e obtidos

da Merck (Darmstadt — Alemanha).

2.2 Instrumentacao

Os experimentos foram conduzidos em um sistema de eletroforese capilar
modelo HP®° CE (Agilent, USA) com detector de arranjo de diodos (DAD) e uso do
software HP Chemstation para aquisicdo e tratamento de dados. As injecdes das
amostras foram realizadas hidrodinamicamente, sendo as condi¢des especificadas
em cada eletroferograma. O sistema eletroforético foi operado com polaridade

normal e condi¢des de tensdo especificadas nos eletroferogramas.

Os capilares utilizados nos experimentos eram constituidos de silica fundida,
revestidos externamente com poli-imida, com 75 pm de diametro interno,
comprimento total de 48 cm e o comprimento efetivo de 39,5 cm. A temperatura do
capilar foi controlada por sistema de refrigeragdo e mantida a 25° C. O

condicionamento inicial do capilar foi efetuado através de lavagem com solugcédo de
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hidréxido de sédio 1 mol L™ (950 mbar/30 min) e &gua deionizada (950 mbar/30
min). O condicionamento do capilar no inicio de cada dia foi feito através de lavagem
com NaOH 1 mol L™ (950 mbar/10 min), 4gua (950 mbar/5 min). No final do dia o
capilar foi lavado com NaOH 1 mol L™ (950 mbar/5 min) e &gua (950 mbar/5 min). No
intervalo entre as corridas o capilar foi recondicionado com solucdes do eletrélito de

corrida (950 mbar/3 min).

2.3. Preparo de amostras

Amostras de farinha de trigo foram adquiridas de mercado local e
armazenadas sob refrigeracdo. Uma amostra de farinha isenta de acido folico foi
obtida por doacdo da industria Bunge Alimentos S.A.. Diferentes métodos de
extracdo foram testados para a determinacdo de &cido félico em farinhas de trigo
enriquecidas:
Método 1 — Método adaptado de Catharino e Godoy (2001). Dois gramas de farinha
de trigo foram homogeneizados em 5 mL de solucdo de KOH 10 mmol L* e
submetidos a ultrassom por 10 min. A seguir foram adicionados 100 uL de &cido
tricloroacético (TCA) concentrado e 4,9 pL de Na,HPO,4 0,1 mol L. A mistura foi
centrifugada a 10000 rpm por 10 min e o sobrenadante foi recolhido para inje¢do no
sistema de eletroforese capilar.
Método 2 — Inicialmente, 2 g de farinha de trigo foram homogeneizados em 5 mL de
solucdo de Na,HPO4 40 mmol L™ (pH 8,4) e submetido a ultrassom por 10 min. A
este extrato foram adicionados 10 pL de acido cloridrico concentrado e 4,99 mL de
agua deionizada. Esta solucdo foi homogeneizada e centrifugada a 10000 rpm por
10 min. O sobrenadante foi recolhido para posterior injecdo em sistema de

eletroforese capilar.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Inicialmente foi investigada a determinacao do acido folico por CZE, uma vez
gue este composto pode ser encontrado na forma ionizada em pH acima de 2,4. De
acordo com Szakacs e Noszai, os pK,s do acido félico calculados foram de 2,4, 3,5,
5,0 e 8,1 (Szakacs e Noszai, 2006). O acido félico apresenta maior estabilidade em
meio alcalino do que em meio acido, sendo mais sollvel em solucdo aquosa
alcalina, pouco solluvel em agua, em meio neutro e insollivel em solventes organicos
como, etanol, acetona e éter (Alaburda e Shundo, 2007). Devido sua maior
estabilidade e solubilidade em meio alcalino, tampdes fosfato e borato em pH
elevado foram empregados.

Inicialmente, com intuito de estudar a composicédo de eletrdlito, uma solucéo
padréo de acido folico diluido em agua (injecdo normal 50 mbar por 5 s) foi testada
em diferentes concentracées (5 — 50 mmol L™) de tampéo fosfato e borato. Melhores
resultados de simetria de pico foram obtidos quando se utilizou tetraborato de sédio
pH 9,2. Avaliando-se diferentes composi¢cdes do meio de dissolugdo da amostra
injetada, foi verificado um aumento no sinal do pico de &cido félico quando este foi
dissolvido em solucéo de fosfato e injetado em capilar contendo tampé&o TBS pH 9,2,
apos aplicacéo de tenséo de +15kV.

Assim, para estudos de pré-concentracéo online, a inje¢do de grande volume
de amostra em diferentes meios foi testada, como demonstrado na Figura 2. A
dissolucdo do acido folico em agua e borato (Fig. 2 A e B respectivamente)
promoveram a formacéo de bandas largas. Entretanto, a dissolu¢cdo do acido félico
em alta concentragdo de fosfato (Fig. 2 C) promoveu a focalizagdo online com um

grande aumento de sinal em relacdo as demais amostras.
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Figura 2. Eletroferogramas do estudo da injecdo de grande volume de solucao
padrdo (50 mbar/30 s) de &cido félico (5 pg mL™) dissolvido em: agua (A), 30 mmol
L' de TBS (B) e 0,1 mol L™ de Na,HPO, (C). Condicdes eletroforéticas: eletrélito
composto de 30 mmol L™ de TBS; tens&o aplicada de +15 kV; deteccéo direta a 214
nm.

A acumulacédo de acido félico em um pico muito fino, como observado na
Figura 2 C, foi atribuido a um fendmeno de pré-concentracdo por isotacoforese
transiente, pormovido pelos componentes da amostra.

A isotacoforese transiente (tITP) € um método de pré-concentracdo que
combina os modos de isotacoforese (ITP) e a eletroforese capilar em zona (CZE) em
um Unico capilar. Em ITP, os analitos sdo separados em bandas sucessivas
adjacentes, de acordo com sua mobilidade eletroforética. Um analito forma uma
banda centralizada entre duas outras, uma com mobilidade superior e outra com
mobilidade inferior (de Moraes et al., 2009). A separacao destas bandas envolve a
selecdo da composicdo adequada de eletrolitos, que podem atuar como
concentradores do analito de interesse. De acordo com a mobilidade dos ions (u) do

sistema, o co-ion do eletrdlito de corrida pode atuar como terminador € um macro

componente (M) presente no plug da amostra contendo o analito (A) pode atuar
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como uma banda lider se |uM| > |uA| > |uco-ion|, ou vice versa se |uco-ion|> [uA| >
|uM| (Urbanek et al., 2003).

A Figura 3 ilustra o esquema de uma pré-concentracao online por tITP para
dois analitos A; e A, quando |uM| > |uAz| > |uA1] > |uco-ion|. Quando a tenséo é
aplicada, a ITP se inicia e as concentragBes de eletrdlito lider e terminador vao se
adequando, a fim de proporcionar a focalizagdo das bandas (Fig. 3 B). O macro
componente no sistema é acelerado em relacdo a A; e A,, devido a sua maior
velocidade de migracdo. A fronteira entre M e BGE ¢ frontal e se difunde (Fig. 3 C).
Posteriormente, todos os componentes migram no modo CZE (Fig. 3 D).

No caso da pré-concentracdo do &cido félico demonstrada na Figura 2 C, é
possivel visualizar a formacao de uma banda posterior ao pico concentrado de &cido
folico. A formagéo desta banda ocorre devido a focalizagdo do ion fosfato (Fos)
presente no plug de amostra, que € o macro componente responsavel pela
focalizacao do &cido félico por isotacoforese transiente. Em pH 9,2, |uFos| > |uAF| >
|uBor|. Assim, devido a presenca do fluxo eletrosmotico, a ordem de migracao dos

anions é invertida sendo primeiramente detectado o pico de acido félico e em

seguida a banda de fosfato.
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Figura 3. Esquema da pré-concentragéo online por isotacoforese transiente induzido
pela composicdo da amostra. A1 e A2 sdo diferentes analitos, M &€ um macro
componente presente no plug de amostra, BGE é o eletrélito de corrida, ¢ € a
concentragcao e x 0 caminho de migracéo. (Adapatado de Urbanek et al., 2003)

Uma explicacdo alternativa para o fenébmeno observado de pré-concentracdo
online é a juncdo dindmica de pH. Esta técnica é baseada na juncdo de diferentes
tampdes para gerar um gradiente de pH transiente entre o plug de amostra e o
eletrolito de corrida sob a aplicacdo de tensdo. Por esta estratégia é possivel

focalizar e separar analitos fracamente ibnicos em uma Unica etapa, onde o analito

pode ser dissolvido em um tampé&o diferente do eletrolito de corrida. A juncao
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dindmica de pH é formada na interface entre a amostra (contendo o analito) e a zona
do BGE. A amostra consiste do mesmo sistema do BGE ou pode-se usar diferentes
tipos de eletrdlitos como BGE para otimizar a faixa de juncdo de pH para a
focalizacdo dos analitos fracamente acidos, basicos ou zwiterionicos baseados em
seu pK, (Britz-McKibbin e Terabe, 2003). A concentracao online do acido félico por
juncao dinamica de pH foi relatada no trabalho de Du et al.. Os autores utilizaram
como sistema eletroforético tamp&o borato 160 mmol L (pH 9,2) e injecdo de
grande volume de amostra (0,5 psi x 20 s) contendo tampéo fosfato 75 mmol L™ (pH
6,0) (Du et al., 2007). As condicbes utilizadas no presente trabalho foram
semelhantes ao trabalho citado. Entretanto, a diferenca de pH observada entre o
plug da amostra e o BGE foi menor; o AF foi dissolvido em solu¢do de Na,HPO, (0,1
mol L™) com pH 8,4 enquanto o BGE apresentou pH 9,2. Devido ao fato do dltimo
pKa do acido fdlico ser de 8,1, a transicdo de pH de 8,5 a 9,2 é muito restrita para
explicar a focalizacdo do AF por juncéo dinamica de pH.

Para o desenvolvimento do método para determinacdo de acido félico por
CZE, diferentes condicbes de composicdo de eletrdlitos e condicdes eletroforéticas
foram avaliadas, juntamente com diferentes condi¢cdes de extracdo, uma vez que é
necessario separar o pico de &cido félico dos interferentes presentes na matriz de
farinha de trigo.

Utilizando-se eletrdlitos de tetraborato de sddio nas concentragcdes de 10 a 40
mmol L™ os formatos de pico do &cido félico foram simétricos com tempos de
migracdo de até 12 minutos. Concentraces superiores a 50 mmol L™ de TBS néo
foram utilizados por aumentar o tempo de migracdo do acido félico e aumentar a

corrente do sistema eletroforético (acima de 100 pA). Sistemas com corrente acima
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de 100 pA devem ser evitados por promover 0 aguecimento devido ao efeito Joule e
comprometer a repetibilidade da separacéo.

Diferentes métodos de extracdo foram estudados para a deteccdo do acido
félico em matrizes de farinha de trigo. Os diferentes extratos de farinha de trigo
obtidos pelos métodos 1 e 2, descritos anteriormente na parte experimental, foram
testados em diferentes concentracdes de eletrolito. O acido félico ndo foi identificado
em nenhuma das condi¢cdes avaliadas, mesmo variando-se a tensdo do sistema
entre 10 a 30 kV e avaliando os diferentes comprimentos de onda de absorcéo (214,
250 e 280 nm). Foi observada a interferéncia da matriz no tempo de migracédo do
acido félico como demonstrado nos eletroferogramas apresentados na Figura 4. A
condicdo de extracao utilizada no extrato demonstrado na Figura 4 foi efetuada de

acordo com o método 1.
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Figura 4. Eletroferogramas do padrdo de acido félico na concentracdo de 0,5 pg
mL™ dissolvido em solucéo de Na,HPO4 100 mmol L™ (A) e do extrato de farinha de
trigo (método 1) fortificado com 0,5 pug mL™ (B). Condicdes eletroforéticas: eletrolito
composto de 30 mmol L™ de TBS capilar de 75 pm d.i., 48,5 cm comp. total e 40 cm
comp. efetivo, tensao de +18 kV, 25° C, injecao de 50 mbar por 5 s, 280 nm.
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Com intuito de minimizar o efeito da matriz e promover um aumento de
seletividade, a adicdo de dodecilsulfato de sodio (SDS) ao eletrdlito de separacao foi
investigada. Diferentes concentracbes de borato e de SDS foram estudadas,
avaliando-se o fenémeno de pré-concentracdo online do &cido folico e
posteriormente o perfil dos extratos de farinha de trigo.

O efeito do tampé&o borato foi avaliado mantendo-se a concentracdo de SDS
em 50 mmol L™ e variando-se a concentracdo de TBS de 10 a 50 mmol L™ . Como
ilustrado na Figura 5, foi observado um pico de acido félico extremamente fino
quando utilizado 10 mmol L™ de TBS, enquanto que picos de menor intensidade e
na forma de gaussiana foram observados em concentracées de 30 e 50 mmol L™ de
TBS. Também foi observado um desnivel na linha de base apds o pico de acido
félico possivelmente devido a formacao de um plug de ions fosfato provenientes da
composi¢cdo do plug de amostra, uma vez que o AF foi dissolvido em solugéo
contendo Na,HPO, em alta concentracdo para reproduzir a amostra real. Este
fenbmeno indica a formacdo da pré-concentracao online por tITP como descrito
anteriormente. Na Figura 5 A pode-se observar que o &cido félico se encontra
focalizado na fronteira entre o plug de fosfato com o BGE. De acordo com Quirino et
al. (2000), as micelas também se concentram na fronteira entre o plug de fosfato e o
eletrélito de TBS, contribuindo para a focalizacao do acido félico e a formacéao de um
pico extremamente fino e de grande intensidade. O aumento da concentracdo de
TBS proporcionou a desfocalizacdo do pico de acido folico e sua migracdo no
eletrolito por MEKC. A desfocalizacdo do pico de acido folico € importante para sua
separacédo do sinal que marca a fronteira entre o eletrdlito e o plug de fosfato. Sendo
este um interferente para deteccdes de baixas concentracdes de acido fdlico.

Mantendo-se a concentragéo de TBS em 30 mmol L™ a variacdo da concentracdo de
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SDS de 10 a 70 mmol L™ ndo promoveram grandes alteracées de mobilidade no
pico de acido fdlico (Figura 6).
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Figura 5. Eletroferogramas do padrdo de &cido félico na concentracdo de 5 pg mL™
dissolvido em solugdo de NayHPO, 100 mmol L. Condicbes eletroforéticas:
eletrolito composto de 50 mmol L™ SDS e 10 mmol L™ de TBS (A), 30 mmol L™ de
TBS (B) e 50 mmol L™ de TBS (C); injecdo de 50 mbar por 10 s; tensdo aplicada de
+15 kV; deteccéao direta a 280 nm.
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Figura 6. Eletroferogramas do padréo de &cido félico na concentracdo de 5 pg mL™
dissolvido solucdo de Na,HPO, 100 mmol L™, Condicées eletroforéticas: Eletrdlito
composto de 30 mmol L™ de TBS e 10 mmol L™ de SDS (A), 30 mmol L™ de SDS (B)
e 70 mmol L™ de SDS (C); injecdo de 50 mbar por 10 s; tensdo aplicada de +15 kV;

deteccéo direta a 280 nm.
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Em seguida, com objetivo de aumentar o efeito de pré-concentracdo, o tempo
de injecdo da amostra foi aumentado para 20 e 30 s. Baseado nos resultados
anteriores utilizando-se 30 mmol L™ TBS e 50 mmol L™ de SDS, o aumento do
tempo de injecédo de 10 s para 20 s (Fig. 7 A) promoveu a focalizacdo do acido folico
na fronteira do plug de fosfato, devido ao aumento da largura deste plug,0 que
prejudicaria a determinacdo do AF. A desfocalizacdo deste analito foi obtida com o
aumento da concentracdo de TBS e SDS. Assim, foi possivel separar o pico de
acido félico da fronteira do plug de fosfato com tempos de injecdo de 20 e 30 s com
eletrolito composto de 50 mmol L™ de TBS e 50 mmol L™* de SDS (Fig. 7 B e 7 C).
Para diminuir o tempo de migracdo do acido folico e a corrente do sistema, a
composicdo 6tima de eletrélito foi de 40 mmol L™ de TBS e 30 mmol L™ SDS com
injecdo de 50 mbar por 30 s (Fig. 7 D).
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Figura 7. Eletroferogramas do padréo de Acido folico na concentracdo de 5 pg mL™
dissolvido em solucdo de NayHPO,; 100 mmol L™ Condicbes eletroforéticas:
Eletrélito composto de 30 mmol L™* TBS e 50 mmol L™* de SDS com injecdo de 50
mbar/20 s (A), 50 mmol L™ de TBS e 50 mmol L™ SDS com injecdo de 50 mbar/ 20
s, (B) 50 mmol L™ de TBS e 50 mmol L™ SDS com injecdo de 50 mbar/ 30 s (C), 40
mmol L™ TBS e 30 mmol L™ de SDS com injecdo de 50 mbar/30 s (D); tensdo
aplicada de +15 kV; deteccéo direta a 214 nm.
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A Figura 8 demonstra o ganho de eficiéncia com a injecdo de grande volume
de amostra de &cido félico quando dissolvido em solugéo Na,HPO, 100 mmol L™ em
relacdo a outros meios. Quando dissolvido em solucdo borato ou eletrélito composto
de 40 mmol L™ de TBS e 30 mmol L™ de SDS o &cido félico é detectado na forma de
uma banda larga, evidenciando que ndo ha mudanca na mobilidade no plug de
amostra (Fig. 8 B e C). A injecdo da amostra de padrdo dissolvido em agua
apresentou um pico gaussiano, entretanto, de baixa intensidade e mais disperso. O
aumento de sinal obtido foi cerca de 5,6 vezes maior quando o acido folico foi
dissolvido em solugédo de Na,HPO, 100 mmol L™ (Fig. 8 A) em relacdo ao sinal

obtido quando dissolvido em agua (Fig. 8 D).
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Figura 8. Eletroferogramas do padréo de acido félico na concentragdo de 5 yg mL™
dissolvido em diferentes meios: solu¢do de Na;HPO4 100 mmol L™ (A); eletrélito de
40 mmol L™ de TBS e 30 mmol L™ SDS (B); solucdo TBS 30 mmol L™ (C) e agua
(D). Condicdes eletroforéticas: Eletrélito composto de 40 mmol L™ de TBS e 30 mmol
L' SDS; injecdo de amostra de 50 mbar por 30 s; tensdo aplicada de +15 kV;
deteccéo direta a 214 nm.
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Para estudos de extracao, diferentes métodos foram investigados. Para cada
extrato injetado no sistema de eletroforese capilar, testes de adicdo de padrdo de
acido folico no extrato obtido foram efetuados, para identificar o pico do analito e
verificar seu comportamento na matriz da amostra. Inicialmente, o método proposto
por Catharino e Godoy (2001) (Método 1) foi aplicado para avaliar a determinacao
de acido folico em farinhas de trigo. Este método foi desenvolvido para extracdo do
AF em amostras de leite com KOH sob ultrassom, seguida da adicdo de &acido
tricloroacético (TCA) e tampao fosfato (pH 6,5) e posterior filtracdo em membrana
Durapore 0,45 um. Neste trabalho, para extracdo de AF em amostras de farinha, o
método foi adaptado com a utilizacdo da centrifugacdo para separar o material
sélido. Este método mostrou-se eficiente para a clarificacdo do extrato pela adicdo
de TCA, por promover a precipitacdo de proteinas. O perfil eletroforético do extrato
apresentou menor interferéncia de matriz. Contudo, foi verificado um pico
interferente no mesmo tempo de migracdo do acido folico pela comparacédo de um
extrato de farinha “branco” (isenta de &cido folico). Baseado neste resultado, outros
parametros das condi¢cOes de extracdo foram alterados, para obtencéo de condigbes
ideais para deteccao do acido félico. Assim, o método proposto (Método 2) permitiu
a deteccdo e pré-concentracao do &cido félico pela diminuicdo da concentracao de
fosfato no extrato e pela utilizacdo de &cido cloridrico para purificacdo da amostra,
em vez do TCA. Os eletroferogramas da Figura 9 demonstram o perfil de extrato de
farinha de trigo isenta de acido félico (Fig. 9 A) e fortificada com 0,25 pg mL™ (Fig. 9
B). A detecgéo do &cido folico foi efetuada em 310 nm, para eliminar interferentes
detectados em 214 e 280 nm. Apesar da hidrélise enzimatica ser empregada na
maioria dos trabalhos da literatura que trabalham amostras contendo folatos, a

hidrolise ndo € necessaria para a investigacdo do acido folico em produtos
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enriquecidos, por este ser encontrado na forma monoglutamica livre. Muitas vezes,
como resultado da hidrélise da matriz, ha a liberacdo de outros compostos que
podem interferir na analise, dificultando a deteccdo e quantificacdo do método

(Catharino et al., 2003).
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Figura 9. Eletroferogramas de amostras de farinha de trigo isenta de acido félico (A)
e fortificada com &cido félico na concentracdo de 0,25 pg mL™. Condicdes
eletroforéticas: eletrolito composto de 40 mmol L™ de TBS e 30 mmol L* SDS;

injecdo de amostra de 50 mbar por 30 s; tenséo aplicada de +15 kV; deteccéo direta
a 310 nm.

Para avaliar a linearidade, curvas analiticas na faixa de 0,25 a 1,25 pg mL™
foram construidas e os resultados encontram-se na Figura 10 e Tabela 1. As
solucdes padréo foram preparadas em solucéo de Na;HPO4 20 mmol L. Os limites
de deteccéo e de quantificacdo foram baseados nos dados da curva analitica. O
limite de deteccéo foi calculado pela relagéo de 3,3 vezes o valor do desvio padréo
do intercepto dividido pela inclinacdo da reta. Enquanto que o limite de quantificacédo

foi de 10 vezes a razdo entre o desvio padrao do intercepto e a inclinagéo da reta .
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Os limites de deteccéo e de quantificacao atingidos foram de 0,047 e de 0,14 pg mL"
! respectivamente. Para a quantificacdo do acido félico em farinha de trigo
enriquecida é necessario atingir baixos limites de deteccédo para a quantificacdo do
teor estipulado por lei de 150 ug por 100 g de farinha de trigo (ANVISA, 2002). De
acordo com o limite de quantificacdo atingido por pré-concentracdo online, foi

estimada a possibilidade de deteccdo de 23,5 ug por 100 g de amostra de farinha e

quantificacdo de 70 pg por 100 g de amostra de farinha.
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Figura 10. Curva de analitica de solu¢des de padréo de acido félico em
concentracdes de 0,25 a 1,25 ug mL™ em triplicata.
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Tabela 1. Parametros de linearidade, limite de deteccdo e de quantificacdo do

método.
Parametros avaliados Resultados
Faixa de trabalho 0,25a 1,25 ug mL™
Intercepto 1,64 £0,31
Inclinacéo 22,0+£0,38
Coeficiente de determinacéo (R?) 0,9961
Erro padrao da regressao 0,52
F 3337
p 4,62x10™"
Limite de deteccéo (ug mL™) 0,047
Limite de quantificacdo (ug mL™) 0,14

A precisao instrumental do método foi caracterizada pela injecdo de seis

amostras de solucdes padrdo em trés niveis de concentracdo avaliando as

repetibilidades intradia. Os resultados sédo demonstrados na Tabela 2. Os resultados

de repetibilidade para area de pico foram de 1,0 a 8,3%, sendo o maior valor de

variacdo observado para a menor concentracdo de &cido félico. O tempo de

migracao apresentou pouca variacdo dos dados com coeficientes de variagdo de

0,39 a 1,7%.

Tabela 2. Resultados de precisao intradia.

Concentracdo da amostra Area de pico Tempo de migracao
(ug mL™) % C.V. (n=6) % C.V. (n=6)
0,25 8,3 0,39
0,75 2,3 1,7
1,25 1,0 1,7




129

Apesar dos bons resultados demonstrados com estudos efetuados com
solucbes de padrédo de acido folico em solucdo aquosa contendo fosfato, os dados
de repetibilidade efetuados com amostras reais de farinha de trigo ndo foram
satisfatorios quanto aos parametros de validacdo. Esta variacdo nos valores de area
de pico ocorrem devido a interferéncia da composicdo da matriz. Devido a injecao de
grande volume de amostra, pequenas diferencas de viscosidade da matriz da
amostra podem afetar na reprodutibilidade dos dados. Uma maneira de corrigir este
problema € a utilizacdo de um padrdo interno adequado ao sistema eletroforético
utilizado. O aumento do tempo de injecdo da amostra também € proposto para se
aumentar o sinal do pico de acido folico, e assim diminuir o erro. A validacéo
completa utilizando uma amostra de referéncia que seria a farinha de trigo isenta de

acido folico também é proposta.
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4. Conclusodes

A pré-concentracédo online do acido folico foi obtida por um método simples,
com composicado de eletrélito de 40 mmol L* TBS e 30 mmol L* SDS, com injecéo
de grande volume de amostra contendo tampé&o fosfato. A focalizac&do do acido folico
ocorreu devido a fendbmenos promovidos pela focalizacdo por isotacoforese
transiente em meio micelar. O aumento de sinal obtido foi cerca de 5,6 vezes maior
guando o acido folico foi dissolvido em tampao fosfato em relacdo a injecdo da
amostra dissolvida em agua.

O método desenvolvido foi linear para concentracées de 0,25 a 1,25 pg mL™
atingindo um baixo limite de quantificacdo de 0,14 pg mL™*, que corresponde a 0,7
ug g* de amostra de farinha de trigo, o que esta de acordo com a exigéncia da
legislacao.

O método de extracdo utilizado foi simples e permitiu a detec¢cdo do acido

félico em matrizes de farinha de trigo fortificada.
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CAPITULO 5

DETERMINACAO DE CORANTES SUDAN I-IV EM ALIMENTOS POR
CROMATOGRAFIA ELETROCINETICA MICELAR COM
PREENCHIMENTO PARCIAL DO CAPILAR COM DETECCAO UV E
MS

Resumo

Um método para andlise de corantes Sudan (I, II, lll e IV) em alimentos foi
desenvolvida por cromatografia eletrocinética micelar (MEKC) com acoplamento ao
espectrometro de massas (MS). Com objetivo de desenvolver um método compativel
com MS o método de preenchimento parcial do capilar foi aplicado. A separacédo dos
compostos por MEKC assim como o preenchimento parcial do capilar foram
otimizados por CE-UV. Esta técnica é necessaria para evitar a entrada de micelas
ao MS, uma vez que sdo compostos ndo volateis contaminam a fonte de ions. A
separacao dos quatro corantes foi obtida utilizando-se um preenchimento de 25% do
capilar (volume total) com eletrélito composto por 40 mmol L™* NH,HCO3, 25 mmol L*
SDS e 32,5% ACN (v/v). O restante do capilar foi preenchido com um tampao
composto de 40 mmol L'* NH4HCOs3 e 32,5% (v/v) de ACN. Apos otimizacdo do
método por CE-UV o método foi aplicado para o acoplamento ao CE-ESI-MS. Para
deteccdo dos compostos no MS os parametros de ionizacdo foram otimizados. A
separacdao em linha de base dos quatro compostos foi obtida em menos de 10 min
com limites de deteccdo de 0,57 a 0,75 ug mL™ para deteccdo no UV-Vis e 0,05 a
0,2 ug mL™* para deteccdo no MS. O método foi eficaz para a determinacgéo destes

corantes adicionados a amostras de molho de tomate e pimenta e chilli em p6.



135

1 INTRODUCAO

A utilizagdo de corantes em alimentos tem sido frequente, principalmente nos
produtos industrializados. Muitos alimentos processados nao apresentam cor
originalmente e, em outros, a cor natural é alterada ou destruida durante o
processamento e/ou estocagem. Com isso 0 uso de corantes para suplementar ou
realcar a coloragédo perdida e, principalmente, para aumentar a aceitabilidade do
produto frente ao consumidor € praticado.

O emprego de aditivos artificiais tem gerado polémica e alguns corantes
sintéticos podem ser téxicos, especialmente se forem consumidos em grandes
quantidades. Org&os de regulamentacéo européia notificaram a presenca do corante
Sudan | em alimentos como pimenta chilli e curry em pd, assim como produtos
contendo estes ingredientes (molho de pimenta e molho de tomate) (Commission of
the European Communities, 2003). Este composto tem sido aplicado ilegalmente por
industrias de alimentos para manter a aparéncia dos produtos. Devido ao seu
potencial carcinogénico e mutagénico sua presenca na cadeia alimentar representa
um risco a saude publica.

Os corantes Sudan I-IV sdo compostos organicos sintéticos caracterizados
pelo grupo cromoférico azo (Veja Fig. 1) e amplamente utilizados na industria
quimica para colorir materiais como gasolina, diesel, lubrificantes, plasticos, graxas e
tintas para impressao (Calbiani et al., 2004a; Cornet et al., 2006). Estes compostos
séo classificados na categoria 3 de risco carcinogénico pela Agéncia Internacional
de Pesquisa em Cancer (IARC) por induzir algumas formas de céancer de figado e

bexiga em animais (An et al., 2007).
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Figura 1. Estruturas dos corantes Sudan I-1V.

A Unido Européia tem controlado a comercializacdo e importacao de produtos
contendo pimenta chilli, curry e 6leo de palma. Devido ao uso ilicito dos corantes da
classe Sudan em alimentos incluindo casos de contaminacdo de pimenta em po (hot
chilli) e produtos derivados oriundos da india e comercializados na Unido Européia
(Calbiani et al., 2004b), sua determinacdo em diferentes matrizes tem ganhado
atencdo em pesquisas recentes (Rebane et al., 2010). No Brasil nenhum registro

sobre a presenca deste corante em alimentos foi publicado.

A investigagdo dos corantes Sudan em alimentos € uma medida de
seguranca e requer métodos analiticos para identifica-los em matrizes alimenticias.
Varios métodos foram propostos, principalmente envolvendo cromatografia liquida
de alta eficiéncia com deteccdo UV-Vis (Cornet et al., 2006; Buddhadasa et al.,

2007; Ertas et al., 2007; He et al.,, 2007; Uematsu et al., 2007) e métodos de
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cromatografia liquida acoplada ao espectrémetro de massa (Calbiani et al., 2004b;
Molder et al., 2007; Noguerol-Cal et al., 2008; Yu et al., 2008; Pardo et al., 2009;

Hou et al., 2010).

Apesar da eletroforese capilar ser amplamente utilizada para analise de
aditivos e contaminantes de alimentos (Herrero et al., 2010) a determinacdo do
Sudan foi relatada apenas em dois artigos (Liu et al., 2007; Mejia et al., 2007). Mejia
et al. (2007) desenvolveu um método por MEKC com deteccdo UV, enquanto que
Liu et al. (2007) aplicou a eletrocromatografia capilar (CEC) pressurizada com
deteccdo amperométrica. Ambos os métodos foram aplicados para a determinacao
de Sudan I-IV em produtos de pimenta (hot chill). Nenhum trabalho sobre a

determinacao de corantes Sudan I-IV em alimentos por CE-MS foi publicado.

A deteccdo por UV-Vis tem sido frequentemente usada, entretanto, a
deteccdo por MS tem sido aplicada cada vez mais por oferecer melhores
possibilidades de identificacdo. O acoplamento do detector de MS ao CE é uma
importante ferramenta para a separacdo e identificacdo de contaminantes em
alimentos (Andreu et al., 2007; Font et al., 2008). O acoplamento on-line de um
sistema MEKC ao MS com fonte eletrospray (ESI) resulta na perda de sinal do
analito, promovida pela presenca continua de micelas no eletrdlito. Neste caso, para
evitar a contaminacdo do detector pelos componentes ndo volateis do eletrdlito, a
técnica de preenchimento parcial do capilar, conhecida como partial filling (PF), é
utilizada. Nesta técnica o capilar € primeiramente preenchido com o eletrdlito volatil
(compativel com MS), seguido pela introducdo do eletrolito micelar e, finalmente,
pela injecdo da amostra. Apos aplicacdo de tensdo, os analitos se separam no
eletrolito micelar de acordo com o grau de interagdo soluto-micela e, entdo, migram

para o eletrdlito volatil, livre de tensoativo, seguindo em velocidade constante até o
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detector (Fig. 2). A corrente é interrompida antes que o eletrdlito micelar alcance o
detector, evitando assim a contaminacao deste (Muijselaar et al., 1998; Assuncao et

al., 2008).

Solugéo micelar |
X~ X0 * xk *k  *
I:>*' * ok ok x *() BGE O
* % x T % BN,
L EEE) = e ) -
*T % kT kT kT % -'
* ( (*' * k% % *() I]Il O B
Figura 2. Esquema do procedimento utilizado na técnica de preenchimento parcial

do capilar com solucao micelar. Onde A é o plug de amostra, BGE o eletrélito de
corrida volatil e EOF o sentido do fluxo eletrosmdtico.

Neste trabalho, o método de separacdo dos corantes Sudan I-IV com
preenchimento parcial do capilar e deteccdo MS para determinagédo simultanea dos

corantes em produtos de pimenta é apresentado.
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2 MATERIAIS E METODO

2.1 Reagentes e amostras

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e a agua purificada
através do sistema Milli-Q (Millipore, MA, E.U.A.). Acetonitrila (ACN), acetona,
diclorometano e metanol foram de pureza cromatografica e obtidos da Lab-Scan

(Gliwice, Polbnia).

Solucdes eletroliticas foram preparadas diariamente para concentracfes
desejadas pela diluicdo de solucdes estoque de 100 mmol L* de bicarbonato de
amonio (Fluka, Buchs, Suica) e 100 mmol L™ de dodecilsulfato de sédio (SDS)

(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, E.U.A)).

Sudan | (1-(fenilazo)-2-naftalenol) e Sudan Il (1-[(2,4-dimetilfenil)azo]-2-naftol)
foram obtidos da Sigma Aldrich (St Louis, MO, E.U.A)). Sudan Il (1-[[4-
(fenilazo)fenilazo]azo]-2-naftalenol) e Sudan IV  (1-[[2-metil-4-[(2-metilfenil)-
azolfenillazo]-2-naftalenol) foram obtidos de Fluka (Buchs, Suica). Solu¢des estoque
dos padrbes foram diluidos em acetona, preparados nas concentracfes de 1 mg
mL™ para Sudan | e Il e 0,25 mg mL™ para Sudan Ill e IV e estocados a 4 °C até o
uso. Solucdes de trabalho foram preparadas pela diluicdo das solu¢des estoque em
acetona com posterior diluicdo em eletrdlito antes da injecdo. Para curva de
calibraco, solucdes em concentracdes de 2,5 a 20 ug mL™ de cada corante foram
preparadas pela diluicdo apropriada das solucdes estoque em acetona, e posterior
diluicdo em eletrdlito antes da injecdo. Para injecdo, as amostras foram dissolvidas
em eletrélito na proporcdo de 1:1 (v/v) em tamp&o micelar composto por 30 mmol L™
NH4HCO3, 25 mmol L™ de SDS e 30% (v/iv) ACN. Posteriormente foi observado que

0 aumento da concentracdo de NH,HCO3; e SDS melhorou a forma dos picos, assim,
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a solucdo micelar utilizada para dissolver a amostra (1:1 v/v) foi de 60 mmol L™

NH4HCO3, 50 mmol L™ de SDS e 30% (v/v) ACN.

O composto flumequina (Riedel-de Haén, Seelze, Alemanha) foi utilizado
como padrdo interno. Este foi adicionado as amostras em concentracdo de 10 ug

mL™ preparados pela diluicéo da solucdo estoque de 1 mg mL™ em acetona.

2.2 Preparo de amostra

Amostras de molho de pimenta, molho de tomate com chilli e chilli em pé
foram adquiridas em mercado local de Madrid, Espanha. As amostras de molho de
tomate com chilli foram: Salsa Brava (Carrefour — Espanha), Salsa Ranchera (La
Costefia - México) e Salsa Taquera (La Costefia — México). A amostra de chilli em
pé foi proveniente da Natco Foods (Reino unido). Para o processo de extracédo foi
utilizada uma mistura de solventes composta de acetona, diclorometano e metanol
na proporcdo de 3:2:1 (v/v/v) respectivamente, baseado no método proposto por
Ertas et al. (Ertas et al., 2007), com modificacfes. Cerca de 1,0 g de amostra foi
pesado em um tubo de amostra de centrifugacéo e diluido com 10 mL da mistura de
solventes acima mencionada. A amostra foi agitada em vortex por 2 min, submetida
a ultrassom por 5 min e centrifugada por 5 min a 10000 rpm para precipitar os
soélidos. O sobrenadante foi coletado e evaporado em rotavapor. O residuo seco foi
resuspendido em 1 mL de acetona contendo o padrdo interno. Esta solucao foi
diluida em eletrélito (60 mmol L™ NH4sHCO3, 50 mmol L™ de SDS e 30% v/iv ACN) na

proporcao 1:1 (v/v) antes da injegé&o.
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2.3 Condic¢des Instrumentais CE-UV

Inicialmente os experimentos foram conduzidos em sistema de eletroforese
capilar (P/ACE MDQ, Beckman Instruments, Fullerton, CA, E.U.A.) equipado com um
detector UV a 214 nm, com controle de temperatura mantida a 25° C e aquisi¢cao de
dados feita através do software 32 Karat™ (Beckman P/ACE System Gold
Software). As injecfes das amostras foram realizadas hidrodinamicamente com
pressbes de 0,5 psi por 5 s. O sistema eletroforético foi operado com polaridade

normal e condi¢des de tensdo especificadas nos eletroferogramas.

Os capilares utilizados nos experimentos foram constituidos de silica fundida,
revestidos externamente com poli-imida, com 50 ym de didmetro interno e 375 um
de diametro externo. O comprimento total do capilar utilizado foi de 60 cm e o
comprimento efetivo de 50 cm. O condicionamento inicial de capilares novos foi
efetuado através de lavagem com solucdo de hidréxido de sédio 1 mol L™ (20 psi/30
min) e agua deionizada (20 psi/30 min). O condicionamento do capilar no inicio de
cada dia foi feito através de lavagem com NaOH 0,1 mol L™ (20 psi/10 min), &gua
(20 psi/10 min) e eletrdlito (20 psi/5 min), composto de 40 mmol L™ NH,HCO; e
32,5% (v/v) ACN. No final do dia o capilar foi lavado com NaOH 1 mol L™ (20 psi/5
min) e agua (20 psi/5 min). No intervalo entre as corridas o capilar foi recondicionado
com acetona (20 psi/2 min), NaOH 0,1 mol L™ (20 psi/2 min), 4gua (20 psi/2 min) e
eletrdlito (20 psi/5 min) composto de 40 mM NH,HCO3; e 32,5% (v/iv) ACN. Em
seguida, para o preenchimento parcial do capilar o eletrdlito micelar foi injetado por
pressdo, de modo a preencher um volume representado como porcentagem do

capilar e indicado em cada caso. O comprimento do plug de solugcdo MEKC
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introduzido variou de 25% (10 psi/14,6 s) a 75% (10 psi/44 s) do volume total do
capilar (calculado com auxilio do programa CE Expert 1.0, Beckman Instruments).
As amostras foram injetadas ao capilar a 0,5 psi por 5 s. Finalmente, a separacao foi
realizada com aplicacdo de tensdo de +30 kV, os eletrélitos contidos nos vials dos
eletrodos foram compostos do BGE, isento de SDS, empregado no sistema de

preenchimento parcial. O comprimento de onda de detecc¢éo foi mantido a 214 nm.

2.4 CondigOes Instrumentais CE-MS

Experimentos de PF-MEKC-MS foram realizados pelo acoplamento de um
sistema de eletroforese capilar ao espectrdbmetro de massas. O sistema de CE
(P/ACE 5010 Beckman Instruments, Fullerton, CA, E.U.A.) com detec¢cdo UV,
controle de temperatura por liquido refrigerante e programa de aquisicdo e
tratamento de dados pelo software Gold® (Bekman Coulter). O espectrémetro de
massas foi do tipo armadilha de ions (ion trap — IT) modelo Esquire 2000 (Bruker,
Daltonics, Bremen, Alemanha), equipado com interface do tipo electrospray
ortogonal modelo G1607A (Agilent Technlogies, Palo Alto, CA, E.U.A.). A aquisicéo
de dados por MS foi controlada pelo software Esquire NT (Bruker Daltonics). O
contato elétrico da interface foi estabelecido através de liquido auxiliar coaxial,
composto de isopropanol:agua (50:50, v/v) com 0,1% de acido formico. A vazao
deste liquido foi controlada por um sistema de bombeamento com seringa (Cole
Palmer, Vernon Hills, IL, E.U.A.) a uma vazao de 4 pL/min. O espectrometro de
massas foi operado no modo positivo (4,5 kV) e escaneamento de 100-400 m/z.
Outros parametros utilizados foram: pressdo de nebulizacédo de 4,0 psi, vazédo do

gas de secagem de 4,0 L/min e temperatura de secagem de 200° C. Os analitos
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também foram monitorados no modo de reacdes multiplas (MRM). A janela de
isolamento foi de 4,0 m/z e a amplitude de fragmentacéo foi de 0,8 V para Sudan I,

1,0 V para Sudan l e lll e 1,2 V para Sudan IV.

As separagOes foram realizadas em capilares de silica fundida, revestidos
externamente com poli-imida, com 50 ym de didametro interno (375 ym de didametro
externo) e comprimento total de 80 cm. O condicionamento do capilar foi 0 mesmo
descrito para o procedimento anterior. O capilar foi preenchido com eletrdlito
composto de 40 mmol L* NH,HCO; e 32,5% (v/v) ACN. Posteriormente, o
preenchimento parcial do capilar foi efetuado pela introducdo da solugdo micelar
composta de 40 mmol L™* NH,HCO3, 25 mmol L™ de SDS e 32,5% (v/v) ACN a uma
pressédo de 20 psi por 13,2 s (25% do comprimento do capilar). As amostras foram

introduzidas por injecéo a 0,5 psi/6 s com tensado aplicada de 25 kV.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Desenvolvimento de método de separacdo dos corantes azo por PF-MEKC-

uv

Os corantes Sudan sdo compostos lipofilicos e fracamente acidos com
valores de pK, em torno de 11,65 (Rebane et al., 2010). Devido a dificuldade em se
trabalhar com eletrolitos muito alcalinos a separacéo destes compostos foi estudada
por MEKC. A MEKC é um modo de eletroforese capilar que permite a separacédo de
compostos neutros pela interacdo destes compostos com micelas presentes no
eletrélito como fase dispersa. A seletividade da separacdo se deve a migracao
diferenciada dos analitos neutros devido as diferentes interacbes com a fase
dispersa. Inicialmente, diferentes sistemas de eletrélito compostas de tampdes
volateis (acetato de aménio e bicarbonato de ambnio) e SDS foram investigados,
para separacdo dos compostos por MEKC. Diferentes solventes organicos foram
adicionados ao eletrdlito, com intuito de aumentar a solubilidade dos analitos pouco
soluveis em agua. Primeiramente, ensaios simples de solubilidade dos corantes em
misturas de solvente:agua (50:50, v/v) demonstraram maior solubilidade, quando
utilizou-se acetonitrila, acetona e isopropanol. Mejia et al. (Mejia et al., 2007)
investigou o efeito de solventes organicos na separacdo de corantes Sudan por
MEKC e verificou que a acetonitrila teve melhor efeito na separacédo dos compostos,
em sistema de eletrélito composto de tetraborato de sddio e SDS. Assim, neste
trabalho, o efeito de diferentes concentracdes de NH4HCOj3 (10 a 30 mmol L™), SDS
(25 a 50 mmol L) e porcentagem acetonitrila (25 a 50%) foram investigados para

separacao dos corantes por MEKC. A separacdo dos quatro corantes foi obtida com
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uma composicao de eletrélito de 30 mmol L™ de NH,HCO3, 25 mmol L™ SDS e 30%

ACN (v/v) como ilustrada na Figura 3 (A).

Apesar da obtencdo da separacdo dos corantes Sudan por MEKC, a
utilizacdo desta composicao de eletrélito ndo € compativel ao MS, devido a presenca
de altas concentracBes de micelas (ndo volateis). A presenca deste surfactante
promove a contaminagdo da fonte de ions, baixa eficiéncia de ionizagéo e perda da
sensibilidade do detector (Niessen et al., 1993; Muijselaar et al., 1998). Nestes
casos, para evitar a entrada de micelas ao detector o método do preenchimento
parcial do capilar foi empregado (PF). Em PF-MEKC, o capilar é primeiramente
preenchido com eletrdlito volatil, seguido pela introducdo de um determinado volume
de eletrdlito micelar e, finalmente, pela injecdo da amostra. Com a aplicacdo da
tensdo de separacdo, os analitos se separam no eletrélito micelar e migram para o
eletrolito volatil, livre de tensoativo, seguindo até o detector com o fluxo
eletrosmoético. O SDS por apresentar carga negativa no sistema tamponante
empregado apresenta uma velocidade reduzida em polaridade normal. Assim, os
analitos neutros migram na frente do plug de SDS e a tensdo do sistema é

interrompida antes que os surfactantes atinjam o detector de MS.
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Figura 3. Eletroferogramas de uma mistura de padrées Sudan I-IV (20 ug mL™ cada) por MEKC (A); e preenchimento parcial do
capilar com solugéo MEKC de 75% (B); 50% (C) e 25% (D) do volume do total. Solu¢cdo MEKC: 30 mmol L™* NHsHCO3, 25 mmol
L™ SDS e 30% ACN (v/v); BGE: 30 mmol L™* NH4,HCO; e 30% ACN (v/v). Outras condicdes: tens&o aplicada de 30 kV; deteccéo a
214 nm; injecao da amostra a 0,5 psi por 5 s; capilar de 50 um d.i., 60 cm comprim. total e 50 cm até o detector.
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Considerando-se que o processo de separacdo por PF ocorre somente dentro
do plug da solucdo micelar, o comprimento do plug introduzido foi otimizado. A
Figura 4 ilustra o procedimento empregado e o0s eletroferogramas obtidos
encontram-se na Figura 3 B-D. Assim, a solugdo MEKC composta de 30 mmol L™
NH4HCO3, 25 mmol L™ SDS e 30% ACN (v/v) foi empregada para preencher um
volume correspondente a 75, 50 e 25% do volume do capilar. O restante do capilar
foi preenchido com eletrélito (BGE) volatil com 30 mmol L* NHsHCO; e 30% ACN
(v/v). De acordo com os resultados, a técnica de preenchimento parcial do capilar foi
eficaz para a separacdo em linha de base dos quatro corantes quando o capilar foi
preenchido com 75, 50 e 25% do volume do capilar. O preenchimento de 25% do
volume do capilar com solucdo MEKC apresentou a melhor condi¢cdo de separacao
considerando-se 0 menor tempo de analise e melhores formatos de pico como

demonstrado na Figura 4 D.

Detector
\
+ Solugdo MEKC O -
(A) 100% MEKC
+ B Solugcdao MEKC O BGE O -

o

(

+ Solugdao MEKC O BGE O -

C) PF-MEKC 50%
(€)

) PF-MEKC 75%

+ WaY| Solugdo MEKC O BGE O -
(D) PF-MEKC 25%

Figura 4. Esquema do estudo do comprimento do preenchimento parcial do capilar
com solugé@o micelar (solugdo MEKC). BGE é o eletrélito volatil isento de SDS e A é
a amostra.
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Posteriormente, o efeito da concentracdo de NH,HCO3, SDS e porcentagem
de ACN na separacdo dos analitos por PF-MEKC foram investigadas. A Figura 5
ilustra a variagdo da concentracdo de SDS da solucdo micelar utilizada no
preenchimento parcial de 25% do volume do capilar. A concentracdo de 15 mmol L™
de SDS nédo proporcionou a migracado diferenciada dos analitos e ocorreu a
comigracdo dos compostos. Por outro lado, o aumento da concentracdo de SDS
para 50 mmol L™* aumentou o tempo de retencéo e alargamento dos picos. Assim, a

concentracdo de 25 mmol L™ de SDS foi mantida para os demais estudos.
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Figura 5. Efeito da concentracdo de SDS no PF-MEKC de uma mistura de Sudan I-
IV (10 pg mL™ cada). Preenchimento de 25% do volume do capilar com solugéo
MEKC composta de 30 mmol L™ NH,HCO3, 30% ACN (v/v) e 15 mmol L™ SDS (A),
25 mmol L™ SDS (B) e 50 mmol L™ SDS (C); BGE de 30 mmol L™* NH4HCO; e 30%
ACN (v/v). Outras condi¢cdes como citadas na Fig. 2.

A concentracdo de NH,HCO; foi avaliada em valores de 20 a 40 mmol L™. A

mesma concentracdo de NH4HCOj3 utilizada na solugdo MEKC também foi aplicada
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ao BGE. Como ilustrado na Figura 6, com o aumento da concentracdo de
bicarbonato foram observados o alargamento de pico e aumento do tempo de
retencdo dos analitos. A diminuicdo da concentracéo para 20 mmol L™ de NH,HCOs
diminui a resolucdo entre os picos. Assim, a concentracdo de 30 mmol L de

NH4HCOj3 foi escolhida para a procedéncia dos experimentos.
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Figura 6. Efeito da concentragdo de bicarbonato de amdnio na separacdo por PF-
MEKC de uma mistura de Sudan I-1V (10 ug mL™* cada). Preenchimento de 25% do
volume do capilar com solugdo MEKC composta de 20 mmol L™* NH4sHCO; (A), 30
mmol L™* NHsHCOs (B) e 40 mmol L™ NH4,HCO;3 (C), 25 mmol L™ SDS e 30% ACN
(v/v); BGE de 20 mmol L™* NH4HCO; (A), 30 mmol L™ NH4sHCO; (B) e 40 mmol L™
NH4HCO3 (C) e 30% ACN (v/v). Outras condigbes como citadas na Fig. 2.

A adicao de solventes organicos ao eletrdlito foi importante para solubilizar os
corantes, que apresentam caracteristica hidrofébica. Muitas vezes o0s solventes
organicos séo utilizados em MEKC para melhorar a seletividade do meéetodo por

alterar a polaridade da mistura, a viscosidade e o potencial zeta (Chen et al., 1995).
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Para avaliar o efeito da adicdo de acetonitrila ao sistema de PF-MEKC, a
porcentagem de acetonitrila estudada foi de 30 a 40%. (v/v) mantendo-se a
concentracdo de 30 mmol L™ de NH4HCO; e 25 mmol L™ de SDS. De acordo com 0s
resultados, ilustrados na Figura 7, o aumento da porcentagem de ACN diminuiu a
resolucao entre os picos e com 40 % de ACN os quatro compostos encontram-se

comigrados.
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Figura 7. Efeito da porcentagem de acetonitrila na separacéo por PF-MEKC de uma
mistura de Sudan I-IV (10 pg mL™ cada). Preenchimento de 25% do volume do
capilar com solugdo MEKC composta de 30 mmol L™* NH;HCO3, 25 mmol L™ SDS e
30% (A), 35% (B) e 40% (C) ACN (v/v); BGE de 30 mmol L™ NH4HCO3, 30% (A),
35% (B) e 40% (C) ACN (v/v). Outras condi¢cdes como citadas na Fig. 2.

Baseado nestes experimentos considerou-se como melhor condigdo de
separacao dos corantes azo o preenchimento parcial de 25% do volume do capilar
com solucdo MEKC composta de 30 mmol L™ NH4HCO3, 25 mmol L™ SDS e 30%
ACN (v/v) e BGE de 30 mmol L™ NH4HCO3 e 30% ACN (v/v) (Fig 7 B). A condicéo

selecionada foi aplicada para estudos de repetibilidade do método. Como observado
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na Tabela 1 os valores de desvio padréo relativo variaram de 1,3 a 3,1% para tempo
de andlise e de 12,5 a 25,5% para area de pico. Os valores obtidos para area de
pico ndo sdo aceitaveis para analise quantitativa. Esta variagdo pode ter ocorrido
devido as condicdes de injecdo da amostra e da alta porcentagem de solvente. No
preparo das amostras, os padrdes dissolvidos em acetona foram diluidos em
eletrélito micelar (50:50, v/v), composto de 60 mmol L™* de NHsHCO3, 50 mmol L™ de
SDS e 30 % ACN, antes da injecdo. A composicdo da amostra injetada contém uma
grande porcentagem de solvente organico, que pode promover perdas de volume
por volatilidade e alteracbes de viscosidade do meio, que podem influenciar na
repetibilidade na etapa de injecdo da amostra. Uma alternativa utilizada para corrigir
este problema foi a adicdo de um padrdo interno no preparo de amostra. Assim, o
composto flumequina na concentracdo de 10 pg mL™ foi usado como padréo interno,
por ndo ser um interferente no tempo de migracdo dos analitos, apresentar
similaridades de solubilidade e deteccdo. Utilizando a razdo de area, calculada como
razdo da area de pico do analito pela area de padrao interno, foi possivel melhorar
cerca de 3 vezes os valores de %CV para Sudan |, Il e lll, como apresentado na
Tabela 1. Entretanto, o valor de %CV para Sudan IV continuou alto (25,4%). Este
fato pode ter sido provocado pela baixa solubilidade deste composto no eletrdlito de
separacdo, observada pelo formato de pico menos simétrico. Com objetivo de
melhorar este resultado, um estudo adicional para melhorar a solubilidade dos

compostos foi realizado.
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Tabela 1. Resultados de repetibilidade e limite de deteccéo (LD) obtidos para a
separacao dos quarto corantes Sudan analisados por PF-MEKC.

Analito Repetibilidade (% C.V., n=10) LD
Tempo de Area de pico Razao de (g mL™)
migracao area*

Sudan | 13 24,5 8,8 1,28

Sudan I 15 25,5 7,5 1,53

Sudan Il 2,2 23,6 9,6 2,19

Sudan IV 3,1 12,5 25,4 3,07

* Raz&o de area (4rea do analito)/(area do padréo interno). Flumequina (10 ug mL™)
foi utilizada como padréo interno.

A solubilidade dos corantes pode melhorar com o aumento da porcentagem
de ACN de 30 a 35% (como demonstrado na Fig. 7), entretanto, ndo houve a
completa separacdo dos compostos. Portanto, outros estudos de concentracdo de
NH4HCO3;, SDS e porcentagem de preenchimento parcial foram verificados com
35% de ACN (v/v). Como demonstrado na Figura 8, o aumento da concentracéo de
bicarbonato com 35% de ACN, houve um ligeiro aumento da separacdo dos
corantes. Mantendo-se a concentracdo de NH,HCO3; em 40 mmol L, a variacdo da
concentracdo de SDS (25 a 35 mmol L) e da porcentagem de preenchimento
parcial do capilar (25 a 75% do volume do capilar) ndo promoveram efeitos na
separacao dos corantes. Foi verificado apenas modificagdo no tempo de retencdo

dos compostos sem aumento de resolucao.
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Figura 8. Efeito da concentracdo de bicarbonato de amonio na separacéo por PF-
MEKC de uma mistura de Sudan I-1V (10 ug mL™ cada). Preenchimento de 25% do
volume do capilar com solugdo MEKC composta de 30 mmol L™* NH4sHCO; (A), 35
mmol L™* NHsHCOs (B) e 40 mmol L™ NH,HCO;3 (C), 25 mmol L™ SDS e 35% ACN
(v/v); BGE de 30 mmol L™* NH4HCO; (A), 35 mmol L™ NH4sHCO;3 (B) e 40 mmol L™
NH4HCO3 (C) e 35% ACN (v/v). Outras condi¢cbes como citadas na Fig. 2.

Posteriormente, a separacdo em linha de base e melhor formato de pico dos
quatro corantes Sudan foram obtidos com uma pequena modificacdo da
porcentagem de ACN para 32,5% (v/v) (Figura 9). Assim, o preenchimento parcial de
25% do volume do capilar com solugdo MEKC de 40 mmol L™ NH,HCO3, 25 mmol
L' SDS e 32,5% ACN e BGE de 40 mmol L NHsHCO; e 32,5% ACN foi
considerado como condigdo Otima, por apresentar melhores resultados de
repetibilidade e sensibilidade como demonstrado na comparagao dos resultados da
Tabela 1 e 2. Os limites de detec¢do para Sudan I-IV diminuiram de 1,28-3,07 ug
mL™ para 0,57-0,71 pg mL™. Esta condicdo também foi favoravel para melhorar o

formato de pico do Sudan IV que apresentou um C.V. de 8,8%. Os resultados de



154

repetibilidade intradia e interdia demonstraram que o método pode ser aplicado em

analises quantitativas por apresentar valores de C.V. menores que 10%.
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Figura 9. Eletroferogramas de uma mistura de Sudan I-IV (10 pug mL™ cada) e
padrdo interno (P.l.) flumequina (10 pg mL™). Comparacdo das condicdes de PF-
MEKC (25% do volume do capilar) com composicao: (A) solugdo MEKC de 30 mmol
L NH4sHCOs3, 25 mmol L™ SDS e 30% ACN (v/v) e solucdo BGE de 30 mmol L™
NH4HCO;3 e 30% ACN (v/v); (B) 40 mmol L™ NHsHCO3, 25 mmol L™ SDS e 32,5%
ACN (v/v) e solucdo BGE de 40 mmol L™ NH,HCO; e 32,5% ACN (v/v). Outras
condi¢des como citadas na Fig. 2.
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Tabela 2. Resultados de precisao intradia e interdia e limites de detecgéao.

Precisao intradia Precisao interdia LD* LQ**
(%CV, n=10) (%CV, n=15, 3dias)  (ngmL") (ugmL™)
Tempo de Razdode Tempode Razao de
migracao area*** migracao area***
Sudan | 2,3 3,2 2,3 4,1 0,57 1,90
Sudan I 2,5 59 2,5 5,8 0,63 2,11
Sudan Il 2,8 5,2 2,9 6,9 0,66 2,20
Sudan IV 3,2 8,8 3,3 9,9 0,71 2,37

*, Limite de detecc¢éo (LD) calculado como 3 vezes sinal/ruido.

** Limite de quantificacéo (LQ) calculado como 10 vezes sinal/ruido.

*+* Raz8o de area (area do analito)/(area do padrdo interno). Flumequina (10 pg mL™) foi
utilizada como padréo interno.

A linearidade do método foi demonstrada pela construgdo de curvas
analiticas, relacionando valores de area relativa com concentragbes de Sudan |-V
de 2,5 a 20 ug mL™. Valores de intercepto, inclinacéo, erro padrdo da regressdo
(EP), coeficiente de correlacdo (R?), F e p sdo apresentados na Tabela 3. Dentro da
faixa linear estudada, os valores de R? foram de maiores que 0,99 para os quatro
corantes, contribuindo para aplicacdo em andlises qualitativas de Sudan I-IV em

alimentos.

Tabela 3. Resultados de calibracdo da curva construida com valores de area relativa
versus concentracéo de Sudan I-IV (2,5 a 20 ug mL™).

Intercepto Inclinacdo dareta EP R? F p

Sudan| 0,040 + 0,008 0,052 + 0,001 0,017 0,997 5880 3,8 -10%
Sudanll 0,11 +0,013 0,061 + 0,001 0,028 0,993 3103 2,0-10%
Sudan Il 0,085 + 0,011 0,051 + 0,001 0,023 0,994 3222 1,1-107%

Sudan IV 0,038 + 0,021 0,057 + 0,001 0,026 0,994 3098 1,6-107%
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3.1.1 Aplicacdo do método PF-MEKC UV em amostras reais

O método proposto foi aplicado para identificacéo e determinacdo de corantes
Sudan em trés diferentes amostras de molho de pimenta com tomate. Devido ao fato
de ndo terem sido encontradas amostras contaminadas com corante Sudan,
padrdes de Sudan I-IV foram adicionados as amostras, para determinar a exatidao e
aplicabilidade do método.

A exatiddo do método foi avaliada como a recuperacdo obtida de cada
corante adicionado as amostras de molho de pimenta com tomate, em
concentracdes de 2,5 pg mL™ para Sudan | e I, e de 5,0 pg mL™ para Sudan lll e IV.
A Tabela 4 demonstra que os valores de recuperacdo obtidos para Sudan | e I
foram de 92,1 a 99,0 % enquanto que os valores obtidos para Sudan Ill e IV foram
menores (85,2 a 92,1%). De acordo com a literatura geralmente a recuperacédo do
Sudan IV é menor em relagdo aos corantes | — Ill e os valores podem variar de
acordo com o solvente utilizado para extracdo e o tipo de matriz (Rebane et al.,

2010).

Table 4. Valores de recuperacdo de Sudan I-IV de diferentes amostras de molho de
tomate com Chilli. As concentragdes dos padrdes adicionados foram de 2,5 ug mL™
de Sudan le Il e 5 ugmL™ de Sudan Ill e IV.

Recuperacéao (%)

Analitos Salsa Brava
(Carrefour - ES)  (La Costeia - MX) Costeia - MX)

Salsa Ranchera  Salsa Taquera (La

Sudan | 98,2+1,0 952+25 95,3+6,1
Sudan Il 99,0+ 2,7 97,2+1,1 92,1+1,2
Sudan 11l 90,4+1,2 92,1+2.2 88,4+4,2
Sudan IV 85,5+5,2 90,4+3/4 852+25
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A Figura 10 apresenta os eletroferogramas obtidos utilizando a condicao
otimizada para separacdo dos corantes Sudan | — IV em amostras de molho de
pimenta com tomate. Este resultado demonstra a seletividade do método para
determinacdo do Sudan I-IV neste tipo de matriz que ndo apresenta interferentes

nos tempos de migracao destes contaminantes.
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Figura 10. Eletroferogamas de amostras de molho de pimenta com tomate (A) e a
mesma amostra com adicéo de 2,5 pg mL™* de Sudan | e Il e 5,0 pg mL™ de Sudan
[l e IV (B). Condi¢cdes de separacdo como citadas na Figura 8 B.

O método de PF-MEKC-UV também foi aplicado para determinagcdo de
contaminantes Sudan I-IV em amostras de pimenta chilli em p6. Entretanto, como
ilustrado na Figura 11, ndo foi possivel identificar a presenca destes contaminantes
adicionados a amostra, devido a grande interferéncia dos constituintes desta matriz

por deteccdo UV a 210 nm. Este produto é amplamente utilizado na culinaria

indiana, contém uma mistura de especiarias e apresenta coloracdo vermelho
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intenso, podendo assim conter diferentes substancias interferentes em relacdo a
amostra de molho de pimenta com tomate. Assim, outros métodos de deteccao
devem ser utilizados para a determinacdo dos contaminantes Sudan I-IV em
amostras de pimenta chilli em po.
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Figura 11. Eletroferograma da adicéo de 10 ug mL™ de Sudan I-IV em amostra de
pimenta chilliem p6. Condicfes de separacdo como citadas na Figura 8 B.

3.2. Desenvolvimento de método de separacdo dos corantes azo por PF-MEKC-

MS

Devido ao fato da impossibilidade da determinacdo de corantes Sudan em
amostras de pimenta chilli em pé por deteccdo UV, o acoplamento do método PF-
MEKC com deteccao MS foi investigada.

Inicialmente, diferentes parametros que afetam a sensibilidade e estabilidade
do acoplamento de CE-MS como natureza do liquido auxiliar, temperatura e vazéo
do gas de secagem e ajustes do ion trap.

O acoplamento do CE-MS ocorre através de uma interface do tipo eletrospray

(ESI). Neste acoplamento, o liquido auxiliar é introduzido através de um tubo de aco
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inoxidavel concéntrico ao capilar eletroforético, em vaz6es de nanolitros por minuto.
A mistura entre o efluente eletroforético e o liquido auxiliar ocorre na extremidade do
tubo. O gas nebulizador que auxilia na formacéo do spray, € introduzido atraves de
um terceiro tubo concéntrico externo. O circuito eletroforético pode ser fechado pelo
aterramento do capilar metalico do ESI (Assuncéao et al., 2008).

Para otimizar as condicfes de ionizacdo dos analitos, uma solucdo dos
padrées de Sudan I-IV em acetona foram injetados continuamente pelo CE a uma
pressdo de 0,5 psi. Para selecionar um liquido auxiliar apropriado, diferentes
misturas de agua com acetonitrila, metanol ou isopropanol (50:50 v/v) contendo
0,1% de &acido férmico, foram testados. O acido formico foi adicionado para
aumentar a ionizacdo dos compostos no modo positivo. Uma vez que o isopropanol
foi escolhido como melhor solvente, a composi¢do de 50:50 e 75:25 solvente:agua
(v/v), com diferentes porcentagens de acido férmico (0,1, 0,5 e 1%) foram testados.
A variagdo da composigéo de 50:50 para 75:25 (v/v) nédo influenciaram no aumento
de sinal. Entretanto, com o0 aumento na porcentagem de acido férmico houve uma
diminuicdo no sinal de MS. Assim, uma composicao de isopropanol:agua (50:50 v/v)
com 0,1% de acido féormico a uma vazéo de 4 pL/min foi selecionada como liquido
auxiliar do sistema. A influéncia da temperatura e vazdo do gas de secagem foi
investigada em valores de 150 a 250 °C e 2 a 5 L/min, respectivamente. Apesar
destes parametros ndo promoverem um grande aumento no sinal, maiores valores
de intensidade foram obtidas quando se utilizou 200 °C e vazao do gas de secagem
de 4 L/min. Finalmente, os parametros do ion trap no modo automatico foram
estudados, sendo que a melhor intensidade de sinal foi obtida quando o ajuste de

100% de estabilidade dos compostos foram aplicados.
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Para realizar analises em condicbes comparaveis ao método de PF-MEKC-
UV desenvolvido, o tempo de injecdo das amostras e do plugue da solucdo micelar,
utilizados para o preenchimento parcial, foram adaptados ao maior comprimento de
capilar necessario para o acoplamento instrumental do CE ao MS. Assim, as
condi¢cBes de injecao foram modificadas para 0,5 psi por 6 s para amostra e 20 psi
por 13,2 s para preenchimento parcial de 25% do volume do capilar.

As condicdes de separacdo de Sudan I-IV otimizadas por PF-MEKC-UV
juntamente com as condi¢cdes de ionizacdo otimizadas foram aplicadas a uma
mistura de padrdes. A Figura 12 demonstra o eletroferograma pico-base (base-peak
electropherogram, BPE) e eletroferogramas dos ions extraidos (extracted ion
electropherogram, EIE) obtidos de uma mistura de corantes. Como pode ser
observado, utilizando um eletrospray no modo positivo (4,5 kV) os ions moleculares
[M-H]" obtidos para Sudan I, II, lll e IV foram respectivamente, 249,2, 277,2, 353,2 3
381,2 m/z. Este resultado demonstrou a possibilidade de deteccdo dos corantes

Sudan por PF-MEKC-MS.
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Figura 12. (A) Eletroferograma pico-base (BPE) e B) Eletroferogramas do ion
extraido (EIE) de uma mistura de padrées de Sudan I, II, lll e IV (5 pg mL™ cada).
Condicées: BGE composto de 40 mmol L* NHsHCO; e 32,5% ACN (V/V);
preechimento parcial de 25% do volume do capilar com solu¢do MEKC composta de
40 mmol L™* NH4HCO3, 25 mmol L™ SDS e 32,5 % ACN (v/v). Capilar de silica
fundida, 50 um d.i., 80 cm c.total; injecdo da amostra a 0,5 psi x 6 s; tensao aplicada
de 25 kV; temperatura, 25 °C. Condi¢des de ESI: modo de ionizacdo positivo; tenséo
de spray de 4,5 kV; liquido auxiliar de isopropanol/agua (50:50 v/v) com 0,1% acido
férmico a 4 pL/min; vazéo do gas de secagem de 4 L/min; temperatura de secagem
de 200 °C; presséao do nebulizador de 4 psi.
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No intuito de melhorar a sensibilidade do método, a possibilidade de realizar
experimentos no modo MRM foi investigada. Com isso, 0s parametros que
influenciam no experimento MS/MS foram otimizados para cada corante. A
amplitude de fragmentacé&o variou de 0,5 a 1,2 V e a janela de isolamento de 2 a 4
m/z. A escolha destes parametros foi baseada na maior intensidade dos ions filhos
obtida na fragmentacédo de cada analito. A janela de isolamento foi mantida a 4 m/z
para todos os corantes, enquanto que a amplitude de fragmentacdo foi diferente
para cada composto como indicado na Tabela 5. O EIE e o espectro de massas
correspondente a separacao de padrées de Sudan I-IV utilizando o modo MRM séo
mostrados na Figura 13. Os ions filhos de maior intensidade obtidos da
fragmentacdo foram selecionados como ions quantificadores e identificadores,
respectivamente. Contudo, no caso do espectro de massas obtido para Sudan I, o
ion de maior intensidade foi 232,2 m/z em vez de 233,2 m/z. O motivo desta escolha
foi uma grande interferéncia observada quando se extraiu o ion molecular 232,2 m/z,
foi observado um alto ruido na linha de base devido & presenca continua de um
interferente de mesma massa presente no eletrolito. Por esta razdo, o ion 233,2 m/z
foi monitorado como ion quantificador para Sudan |, por diminuir o sinal do

interferente e permitir sua deteccéo e aumentar a relagéo sinal/ruido.
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Tabela 5. Espectro de massas e limites de detec¢do (LD) para andlise de corantes Sudan utilizando PF-MEKC-MS e PF-MEKC-

MS/MS.
R Amplitude de lons filhos (m/z) LD (ug mL™)
Composto Tempo(min) lon precursor (m/z) . .
Fragmentacéo (V) D, D, PF-MEKC-MS PF-MEKC-MS/MS

Sudan | 8,3 249,2 1,0 233,2 231,2 1,50 0,20
Sudan I 8,7 277,1 0,8 260,2 120,4 1,67 0,11
Sudan Il 9,0 353,2 1,2 1971 336,0 0,52 0,10
Sudan IV 9,6 381,2 1,0 242,2 245,2 1,43 0,05

* O ion precursor e D, foram usados como ions quantificadores e D, foi usado com ion identificador
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Figura 13. A) EIE de PF-MEKC-MS/MS e B) espectros MS/MS de uma mistura de padrées de Sudan I, I, Ill e IV (5 ug mL™).

Transicdes MS/MS em modo MRM, largura de 4 m/z e amplitude de fragmentacéo de 1,00 V para Sudan | e 1V, 0,8 V para Sudan
Il'e 1,2 V para Sudan Ill. Outras condi¢bes como citado na Fig. 12.
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A linearidade do método de PF-MEKC-MS/MS foi determinado utilizando-se
uma faixa de concentracéo de 1 a 10 pg mL™ para Sudan | e de 0,5 a 10 ug mL™*
para Sudan II, 11l e IV. Respostas lineares com coeficientes de regresséo de 0,989,
0,988, 0,999 e 0,999 foram obtidos para Sudan I, II, Ill e IV, respectivamente. O
limite de deteccdo foi calculado pela relacéo sinal/ruido igual a 3. Como mostrado na
Tabela 5, os LDs obtidos por experimentos MS/MS foram melhores do que os
experimentos por MS. Com isso, LDs de 0,05 a 0,2 pg mL™ foram antingidos por PF-

MEKC-MS/MS.

3.2.1 Aplicacdo em amostras reais

Como mencionado anteriormente, a deteccéo de corantes Sudan (1, II, Il e 1V)
adicionadas em amostras de pimenta chilli em p6é por PF-MEKC com deteccao UV
nao foi possivel devido a presenca de interferentes da matriz (Figura 11). Por outro
lado, a determinacdo destes compostos nesta mesma amostra por PF-MEKC com
deteccdo MS/MS foi realizada com sucesso. A Figura 14 demonstra os EIEs
correspondentes a uma amostra de pimenta chilli em p6 adicionadas de 2,5 ug mL™
de Sudan I, I, lll e IV. Este resultado demonstra a seletividade e a sensibilidade do
método de PF-MEKC-MS/MS desenvolvido, com adicional possibilidade de
quantificacdo, que contribui para a analise de contaminantes Sudan em matrizes

alimenticias.
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Figura 14. EIE de uma amostra de pimenta chilli em p6 (—) e pimenta chilliem pé adicionada de uma mistura de padrées Sudan |,
I, Nl e IV (2,5 pg mL™ cada) (—). Espectros MS/MS correspondentes aos padrées de Sudan I-IV adicionados na amostra de
pimenta chilli em pé. Outras condigbes como citadas na Fig. 11 e 12.
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4. Conclusdes

Neste trabalho, um novo método para determinacdo simultanea de
corantes Sudan [-1V foi desenvolvido por preenchimento parcial do capilar e
cromatografia eletrocinética micelar com deteccdo UV e MS/MS. A otimizacao
de diferentes parametros que influenciam na separacdo e sensibilidade do
método foram realizados. O uso de uma solucéo micelar contendo 40 mmol L™
de NH4HCO3 25 mmol L™ SDS e 32,5% ACN (v/v), com preenchimento parcial
de 25% do volume do capilar permitiu a separacdo em linha de base dos
corantes Sudan (I, 11, lll e IV) com tempo de analise menor que 10 min. Os LDs
obtidos foram de 0,57 a 0,71 pug mL™ por deteccdo UV (210 nm) e de 0,05 a 0,2
g mL™ por deteccdo MS/MS. Apesar de amostras contaminadas ndo serem
encontradas, o método proposto foi satisfatoriamente aplicado para a
determinacdo de Sudan I-IV adicionadas a amostras de molho de pimenta e
condimento de chilli em p6. O método proposto pode ser aplicado para a
deteccdo e gquantificacdo de amostras contaminadas com Sudan I-IV sendo

ainda possivel efetuar analises confirmatérias por MS/MS.
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