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Resumo

Na presente dissertacdao sao descritas duas metodologias analiticas para a identificacdo e
quantificacio de compostos fendlicos, nomeadamente a vanilina e o 3,4
dihidroxibenzaldeido, em amostras de concentrado obtido através de nanofiltracdo do
efluente produzido na etapa inicial do processamento da cortica destinada a remocao de

contaminantes, designada como “cozimento”.

Utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foi realizada a optimizacao
analitica e separacdo cromatografica. Utilizou-se a metodologia de analise de HPLC pelo
método de eluicdo por gradiente com coluna de fase reversa C18 5um (250 x 4mm) a
temperatura de 25°C, com um fluxo de eluicdo de TmL min™ e e a deteccéo foi feita por um

detector por arranjo de diodos.

A separacado cromatografica utilizou como fases moveis as misturas A: acido fosforico 0,01M e
B: agua - metanol - acido fosforico 0,01M (70:28:2 (v/v)), usando o seguinte programa de
gradiente: gradiente linear de 0% a 40% de B em 3 minutos, gradiente linear de 40% a 60% de
B em 22 minutos, 60% de B isocratico em 18 minutos, gradiente linear de 60% a 80% de B em

12 minutos e por fim 80% de B isocratico em 5 minutos.

A dissertacao apresenta a segunda parte dedicada a optimizacdo da metodologia analitica,
utilizando a extraccdo em fase solida (SPE) como método de preparacao de amostra, com

objectivo de extrair os compostos fendlicos presentes nas amostras em questao.

Os métodos analiticos foram validados no que diz respeito a sensibilidade, curva analitica e
linearidade, limite de deteccao (LD) e de quantificacao (LQ), precisao, exatidao
(recuperacdo) e robustez, podendo ser aplicados a analise da vanilina e 3,4-

dihidroxibenzaldeido nas amostras em questao.

As curvas analiticas apresentaram valores de R? de 0,9996 para a vanilina e 0,9997 para o 3,4-

dihidroxibenzaldeido.

A metodologia para determinacao de compostos fenolicos mostrou-se seletiva e linear para
uma faixa de trabalho de 1 a 6 ppm para a vanilina e de 1 a 5 para o 3,4-dihidroxibenzaldeido
e apresentou limites de deteccao e quantificacao para a vanilina de 0,14 e 0,43 ppm e para o

3,4-dihidroxibenzaldeido de 0,11 e 0,32 ppm, respectivamente.

0O método mostrou-se adequado a analise dos compostos fendlicos e todos os parametros de
validacao encontram-se dentro dos limites sugeridos para validacao de métodos

cromatograficos.
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Abstract

In the present study are described two analytical methods for identification and
quantification of phenolic compounds, such as vanillin and 3,4-dihydroxybenzaldehyde in
concentrated samples obtained through nanofiltration effluent produced in the initial stage of

the processing of cork intended for removing contaminants, referred to as "cooking”.

Using high performance liquid chromatography (HPLC) it was performed an analytical
optimization and chromatographic separation. It was used a methodology for analysis by HPLC
gradient elution method with reverse phase column C18 column 5um (250 x 4mm) at 25 ° C,

with a elution flow of 1mL min-1 and detection was performed by a diode array detector.

The chromatographic separation used mixtures as mobile phases A: 0.01 M phosphoric acid
and B: water - methanol - 0.01 M phosphoric acid (70:28:2 (v/v)), using the following gradient
program: linear gradient from 0% to 40% B in 3 min, linear gradient from 40% to 60% B in 22
min, 60% isocratic B in 18 minutes, linear gradient of 60% to 80% B in 12 minutes and finally

isocratic 80% B in 5 minutes.

This thesis presents the second part dedicated to the optimization of analytical method, using
solid phase extraction (SPE) as a method of sample preparation in order to extract the

phenolic compounds present in the samples in question.

The analytical methods were validated with regard to sensitivity, linearity, and analytic
curve, detection limit (LD) and quantification (LOQ), precision, accuracy (recovery) and
robustness can be applied to the analysis of vanillin and 3,4-dihydroxybenzaldehyde in the

samples in question.

The analytical curves present values of R? of 0.9996 for vanillin and 0.9997 for 3,4-

dihydroxybenzaldehyde.

The methodology for the determination of phenolic compounds shown to be selective and
linear for a working range of 1 to 6 ppm for vanillin and 1 to 5 for the 3,4-
dihydroxybenzaldehyde and showed limits of detection and quantification of 0.14 to 0.43 ppm

for vanillin and 0.11 to 0.32 ppm for 3,4-dihidroxibenzaldeido respectively.

The method was suitable for the analysis of phenolic compounds and all of the validation

parameters are within the limits suggested for validation of chromatographic methods.

Keywords: Vanillin; 3,4-dihydroxybenzaldehyde; high performance liquid chromatography,

solid phase extraction; Validation methods.
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Capitulo 1 - Introducao

A cortica, revestimento exterior do tronco e ramos do Sobreiro (Quercus suber L.), € um
produto natural que, desde ha muitos séculos, tem despertado o interesse das pessoas para

diversos fins devido as suas propriedades fisicas, mecanicas e quimicas (VIEIRA, 2009).

A composicdo quimica da cortica ndao é ainda totalmente conhecida. Diferentes autores
apresentaram uma ampla variacao de valores devido ao uso de diferentes amostras de
cortica. De facto, a constituicdo quimica deste material natural depende de varios factores
tais como a origem geografica, as condicoes de solo e clima, a origem genética, a dimensao e
idade da arvore, condicdes de crescimento, entre outros (PEREIRA, 1988; CONDE et al., 1998;

CONDE et al., 1999).

A cortica contém uma quantidade apreciavel de substancias que ndao sdo constituintes
estruturais da parede celular e que podem ser retiradas por extraccao. Aproximadamente 15%
da cortica corresponde a extractaveis. Os constituintes da cortica designados por extractaveis

sdo facilmente extraidos com solventes organicos ou agua (PEREIRA, 1988).

O processo de transformacdo da cortica envolve o uso de grandes quantidades de agua,

havendo consequentemente uma elevada producao de aguas residuais (AEP, 2000).

A agua originada pelo processo de cozedura das pranchas de cortica apresenta uma
composicao complexa (MACHADO, 2005). O seu encaminhamento para o meio receptor sem
tratamento prévio é problematico devido a grande variedade de compostos organicos e
fenolicos dissolvidos, cor caracteristica (castanho escuro), baixo pH, elevada toxicidade (dos
compostos fendlicos), baixa biodegradabilidade e elevada temperatura (MACHADO, 2005;
BERNARDO et al., 2011).

Como foi referido anteriormente, as aguas de cozedura de cortica sao misturas complexas de
extractos vegetais, que apresentam concentracoes elevadas de compostos fendlicos tais como
acidos fenolicos, taninos, 2,4,6-tricloroanisol (TCA), pentaclorofenol, acido benzdico e acidos
cinamicos (BENITEZ et al., 2008). Segundo Minhalma e Pinho (2001a) os acidos fenélicos que
existem em maior quantidade na agua de cozedura de cortica sdo os acidos galico,

protocatéquico, vanilico, siringico, ferllico e elagico.

Dos compostos fendlicos extractiveis da cortica, Conde et al. (1997) identificou acidos
fenolicos (galhico, protocatechuico, vanilico, cafeico, ferdlico e elagico), aldeidos fendlicos
(protocatechuico, vanilina, coniferaldeido e sinapaldeido) e cumarinas (esculetina e

escopoletina).

Os compostos fendlicos ou polifendis, quimicamente, podem ser definidos como substancias
que possuem um anel aromatico contendo um ou mais grupos hidroxilicos incluindo os seus

derivados funcionais. Possuem estrutura variavel, constituindo um amplo grupo de
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substancias, com mais de 8000 estruturas fenolicas conhecidas, que se encontram largamente
distribuidas no reino vegetal (ANGELO et al., 2007). Estes compostos originam-se do
metabolismo secundario das plantas, sao essenciais para o seu crescimento e reproducao, e
sdo também sintetizadas quando a planta é submetida a condicdes de stress como, infeccoes,
ferimentos, radiacées UV, dentre outros (NACZK; SHAHIDI, 2004).

1.1. Objectivos

De acordo com o contexto referido na seccao anterior, o trabalho apresentado nesta
dissertacdo tem por objectivo principal a determinacdo de compostos fendlicos,
nomeadamente a vanilina e o 3,4-dihidroxibenzaldeido, através da cromatografia liquida de
alta eficiéncia, em amostras de concentrado obtido através de nanofiltracdo do efluente
produzido na etapa inicial do processamento da cortica destinada a remocao de

contaminantes, designada como “cozimento”.

Para que o objectivo principal fosse atingido, foram estabelecidos varios objectivos

especificos:

v Desenvolver e validar a metodologia analitica para a determinacao de vanilina e de
3,4-dihidroxibenzaldeido via cromatografia liquida de alta eficiéncia - HPLC. Esta
etapa procurou cumprir os requisitos de selectividade, linearidade, precisao, exatidao

e robustez segundo os padroes estipulados.

v' Identificar e quantificar os dois compostos em estudo, a vanilina e o 3,4-

dihidroxibenzaldeido, nas amostras através do método alcancado.

v' E por fim, procurou-se maximizar a concentracao dos compostos fenélicos na amostra

através da extraccdao em fase solida e posterior analise quantitativa por HPLC.

1.2. Estrutura da dissertacao

Esta dissertacao esta dividida em cinco capitulos. Neste primeiro capitulo sao introduzidos os

principais temas do trabalho e os objectivos principais desta dissertacao.

No Capitulo 2 faz-se a revisao bibliografica sobre os aspectos teoricos considerados
necessarios para a realizacdo deste trabalho. Assim, faz-se uma abordagem aos aspectos
encontrados na literatura referentes as separacdes cromatograficas, nomeadamente a
cromatografia liquida de alta eficiéncia, e uma referéncia ao pré-tratamento das amostras, o

método de extraccdo em fase solida.

O capitulo prossegue com uma abordagem tedrica relativamente aos compostos fenolicos,
nomeadamente a vanilina e o 3,4-dihidroxibenzaldeido, e a descricao da composicao quimica

da cortica e das aguas de cozedura. Aborda-se, também, um assunto de enorme relevancia no
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que diz respeito aos desperdicios quimicos, ou seja, a valorizacdo e aproveitamento dos

residuos da indUstria corticeira.

Por dltimo serdao abordados os aspectos mais relevantes na validacio de métodos

cromatograficos.

No capitulo 3 encontram-se descritas as metodologias, material e equipamento utilizado na
realizacao das actividades laboratoriais. Os resultados obtidos bem como uma breve discussao
dos mesmos encontram-se no Capitulo 4. As conclusdes retiradas das analises efectuadas bem
como algumas sugestdes para trabalho futuro sao apresentados no Capitulo 5 e, por Gltimo, as
referéncias bibliograficas utilizadas para a elaboracao do trabalho encontram-se no Capitulo
6.
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Capitulo 2 - Revisao Bibliografica

2.1. Introducao as Separacées Cromatograficas

Os métodos para analise quimica sdao, em geral, selectivos e poucos sdo realmente
especificos. Consequentemente, a separacao do analito de potenciais interferéncias é, na

maioria dos casos, uma etapa crucial nos procedimentos analiticos.

A cromatografia € um poderoso método de separacao que encontra aplicacdo em todos os
ramos da ciéncia. Foi inventada e denominada pelo botanico russo Mikhail Tswett no inicio do
século 20. Ele aplicou a técnica para separar varios pigmentos de plantas como clorofila e
xantofila, passando solucdes desses componentes através de uma coluna de vidro empacotada
com carbono de calcio finamente dividido. As espécies separadas apareciam como bandas
coloridas na coluna, o que colaborou para a escolha do nome do método (em grego chroma

significa cor e graphein significa escrever).

As aplicacoes da cromatografia cresceram de modo explosivo nos Ultimos cinquenta anos e
isto deve-se ndao somente ao desenvolvimento de varios novos tipos de técnicas
cromatograficas mas também a necessidade crescente dos cientistas de melhores métodos
para caracterizar misturas complexas. O tremendo impacto desses métodos na ciéncia é
atestado pelo Prémio Nobel de 1952 concedido a A. J. P. Martin e R. L. M. Synge pelas suas
descobertas nesse campo. Talvez ainda mais impressionante seja a lista de 12 Prémios Nobel
entre 1937 e 1972 baseados em trabalhos nos quais a cromatografia tenha desempenhado

papel vital.

A cromatografia compreende um grupo diversificado e importante de métodos que permitem
ao cientista separar componentes muito semelhantes de misturas complexas. Muitas dessas
separacOes sao impossiveis por outros meios. Em todas as separacdes cromatograficas, a
amostra € transportada por uma fase movel, que pode ser um gas, um liquido ou um fluido
supercritico. Essa fase movel é entdo forcada através de uma fase estacionaria imiscivel fixa,
colocada na coluna ou numa superficie sélida. As duas fases sao escolhidas de modo que os

componentes da amostra se distribuam entre as fases movel e estacionaria em varios graus.

Os componentes que sao mais fortemente retidos na fase estacionaria movem-se muito
lentamente no fluxo da fase movel. Ao contrario, os componentes que se ligam mais
fracamente a fase estacionaria movem-se mais rapidamente. Como consequéncia dessa
diferenca na mobilidade, os componentes da amostra separam-se em bandas ou zonas
discretas que podem ser analisadas qualitativa em/ou quantitativamente (SKOOG et al.,
2002).
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2.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

E um tipo de cromatografia liquida que utiliza pequenas colunas, enchidas de materiais
especialmente preparados e uma fase movel que é eluida sob altas pressdes. Ela tem a
capacidade de realizar separacdes e analises quantitativas de uma grande quantidade de
compostos presentes em varios tipos de amostras, em escala de tempo de poucos minutos,

com alta resolucdo, eficiéncia e sensibilidade (VALENTE et al., 1983).

2.2.1. Conceito e Histoéria da Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida, incluindo o trabalho original de Tswett, foi inicialmente feita em
colunas de vidro com diametros de 1 a 5 cm e comprimentos de 50 a 500 cm. Para assegurar
caudais razoaveis, o diametro das particulas de fase estacionaria solida estava geralmente no
intervalo de 150 a 200 pm. Mesmo assim, 0s caudais eram muito baixos. E os tempos de
separacao eram longos - de varias horas. Tentativas de acelerar o procedimento classico por
aplicacdo de bomba de vacuo ou por bombeamento nao foram eficientes porque o aumento
no caudal provoca aumento na altura dos pratos, além do minimo no grafico tipico de altura

de prato versus caudal e o resultado era a perda de eficiéncia.

No inicio do desenvolvimento da cromatografia liquida, os cientistas perceberam que a
eficiéncia da coluna podia ser aumentada através da diminuicao do tamanho da particula da
fase estacionaria. Entretanto, somente no final dos anos 1960 foi desenvolvida a tecnologia
para a producao e uso de fases estacionarias com particulas de diametro de 3 a 10 pm (SKOOG
et al., 2002).

Somente a partir dos anos 70 se conseguiu um avanco consideravel da cromatografia liquida
moderna que até entdo era essencialmente subdesenvolvida, apesar de que uma das
primeiras experiéncias sobre cromatografia, no inicio do século, foi do tipo que é hoje
chamada cromatografia liquida classica. O avanco foi gradual e atingiu o atual nivel de
sofisticacdo que a HPLC apresenta, devido ao revolucionario desenvolvimento tecnoldgico da

pratica deste tipo de cromatografia (PERES, 2002).

Desde 1968 tornou-se possivel encher colunas com particulas de pequeno tamanho,
necessarias para alta resolucao e, também, adquiria equipamentos que funcionam nas altas

pressdes necessarias para obter uma boa velocidade na eluicdo.

Nos ultimos doze anos ocorreu o desenvolvimento de varios detectores espectrofotométricos,
bem como acoplamento com o espectrometro de massas, tornado possivel a deteccdo da
maioria dos compostos e analise de tracos em amostras complexas, como sangue, urina, solo,
alimentos, petroleo, etc (MALDANER e JARDIM, 2009).
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Esta tecnologia exigiu equipamentos sofisticados operando a altas pressoées, que contrastavam
acentuadamente com as colunas simples de vidro da classica cromatografia liquida de fluxo
por gravidade. O nome cromatografia liquida de alta eficiéncia - HPLC (em inglés, high
performance liquid chromatography) é utilizado para distinguir esses procedimentos mais

novos dos métodos basicos, ainda usados para finalidades preparativas.

A HPLC é a mais usada de todas as técnicas analiticas de separacdao. As razdes para a
popularidade do método sdao a sua sensibilidade, a facil adaptacdo para determinacoes
quantitativas, a sua adequacao a separacao de espécies nao volateis ou termicamente frageis
e, acima de tudo, a sua ampla aplicabilidade a substancias de grande interesse para a
indUstria, para muitos campos da ciéncia e para o publico. Exemplos desses materiais
incluem: aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos, hidrocarbonetos, hidratos de carbono,
drogas, terpendides, pesticidas, antibioticos, esteroides, espécies organo-metalicas e muitas
substancias inorganicas (SKOOG et al., 2002).

2.2.2. Fases

2.2.2. 1. Fases Moveis

O projeto da separacao perfeita de misturas, utilizando a cromatografia a liquido, somente
tera sucesso se for possivel acoplar uma fase movel correta a uma fase estacionaria
conveniente. Na HPLC e em todos os casos da cromatografia a liquido, a fase mavel deve ser
um liquido, e dentro do universo das substancias liquidas puras e de suas misturas

encontramos varias possibilidades de solventes candidatos (AQUINO-NETO, 2003).

Para que um solvente possa ser utilizado como fase mdvel na HPLC este deve apresentar alto
grau de pureza ou ser de facil purificacdo; deve dissolver a amostra sem decompor os seus
componentes, para que estes sejam transportados pela coluna sem que haja modificacao; nao
deve dissolver a fase estacionaria; deve ser compativel com o detector; nao ser toxico; deve
ter baixa viscosidade e ter polaridade adequada para permitir uma separacao conveniente dos
componentes da amostra (COLLINS et al.; GUIMARAES, 1997; AQUINO-NETO, 2003).

A fase movel deve ter alta pureza, como um solvente de grau cromatografico, permitindo
realizar analises de alta sensibilidade com detectores por fluorescéncia ou por absorvancia no
ultravioleta, onde as impurezas da fase movel podem absorver e diminuir a sensibilidade do
detector para os componentes da amostra. E importante que a amostra seja sollvel na fase
movel e nao sofra decomposicao, para que possa ser transportada através da coluna sem que
os seus componentes se modifiqguem. Quando possivel, o solvente da amostra é a propria fase
movel ou um dos seus componentes, para que ela ndo sofra precipitacdo no injetor ou na

coluna, o que provocara queda de resolucao na separacao (COLLINS et al., 1997).
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A baixa viscosidade da fase mével é muito importante na eficiéncia da separacao porque a
viscosidade interfere no efeito de transferéncia de massa entre a fase estacionaria e a fase
movel (coeficiente de difusdo da substancia analisada), e também na intensidade do caudal,
sendo que os compostos que tém viscosidade inferior a um, como metanol e alcool, sao
considerados otimos facilitando o bombeamento. E deve ser compativel com o detector
utilizado, o qual é particularmente importante no caso de eluicdo por gradiente, porque a
mudanca na composicdo da fase mdvel pode afetar o funcionamento do detector (CIOLA,
1998).

Se durante a separacao for utilizado um Unico solvente de composicao constante a eluicao é
chamada de isocratica. Mas algumas amostras que sdao formadas de componentes que
necessitam de uma separacao por gradiente, para que esta seja mais eficiente, requerem
mudanca na composicdo da fase mével durante a analise, com a variacdo da proporcao entre
os solventes, que geralmente diferem entre si na polaridade (SKOOG et al., 2002; CECCHI,
2003). Depois que a eluicio comeca, a razdo entre os solventes é variada de modo
programado, algumas vezes de forma continua e outras vezes numa série de passos (SKOOG et
al., 2002). A separacdo por gradiente tem as vantagens de reduzir o tempo de analise,
aumentar a resolucédo e reproduzir picos mais finos e mais simétricos. Mas também apresenta
as desvantagens de aumentar o custo, ja que necessita de bomba com misturador; nao ser
compativel com todos os detectores, como por exemplo, com o detector de indice de
refracao; ter menor estabilidade da linha de base pela variacdo da fase moével e também pode
degenerar a coluna, sendo necessario fazer a sua regeneragao, pois a mudanc¢a na forca da

fase mavel no inicio e no final da cromatografia é grande (SKOOG et al., 2002; CECCHI, 2003).

Ao se trabalhar com gradiente, é recomendado que o indice de refracdo dos componentes da
fase movel tenham valores bem prdximos, apresentando nesse caso uma menor variacao na
linha de base. Dos solventes misciveis, a agua, acetonitrila e o metanol, possuem indices de
refracdo satisfatorios para operacdo com misturas. E trabalhando com detectores
espectrofotométricos, deve-se conhecer as regides de absorcdo da fase movel utilizada
(CIOLA, 1998).

Uma fase movel adequada ¢é indispensavel para a HPLC, por isso é necessario examinar fatores
que determinam a sua escolha, como a polaridade desta, que determina o seu poder de
eluicdo juntamente com a polaridade da fase estacionaria e com a natureza dos componentes
da amostra. Se a separacao for com fase normal, o poder de eluicdo aumenta com o aumento
da polaridade, se a separacao for em fase reversa, o poder de eluicao diminui com o aumento
da polaridade. Outros fatores que também devem ser considerados sao o ponto de ebulicao, a
viscosidade, a compatibilidade com o detector e a toxicidade (VOGEL, 1981; CIOLA, 1998).
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2.2.2.2. Fases Estacionarias

Os materias ideias da fase movel a serem utilizadas na HPLC sdo aqueles que, em menor
tempo possivel, tém a maxima capacidade de amostra, dao a melhor resolucdo na separacao
da mistura, sdo de facil introducao na coluna, produzem pequena queda de pressdo e que
sejam de baixo custo (COLLINS et al.; GUIMARAES, 1997; CECCHI, 2003).

As dimensbes das particulas dos materiais utilizados sdo pequenas e muitas vezes estas
particulas tém forma regular que contribui para a uniformidade do enchimento da coluna.
Outra caracteristica da particula, que também é importante para a uniformidade, é a de ter
uma faixa de variacdo de diametros bem pequena. Alguns destes materiais sao
completamente porosos e outros peliculares (superficialmente porosos), ambos podendo

conter fases quimicamente ligadas a sua superficie.

As particulas da fase estacionarias podem ser classificadas quanto ao seu tamanho em:
macroparticulas, quando apresentam diametro entre 20 e 40um; intermediarias, quando tem
entre 20 e 10pm; e microparticulas, de 3 a 10uym. Quanto menor for a particula, maior sera a
eficiéncia da separacao, melhorando assim o processo de difusao das moléculas da amostra
dentro e fora das particulas, pois particulas menores reduzem a distancia de contato do
soluto com as fases estacionaria e movel, facilitando o equilibrio e, consequentemente,
melhorando a eficiéncia da coluna. Elas podem ser de formato esférico, também chamado de
regular, e de formato irregular, sendo que as regulares sao mais eficientes por oferecerem
um enchimento mais uniforme e mais reprodutivel da coluna e por esse motivo sdo mais caras
(CECCHI, 2003; ARAUJO, 2004).

Considerando as suas propriedades fisicas, os enchimentos para a HPLC podem ser
classificados de acordo com os seguintes aspectos: sélidos rigidos, semi rigidos ou nao rigidos;
particulas porosas ou peliculares; particulas esféricas ou irregulares; particulas com
diferentes diametros (COLLINS et al.; GUIMARAES, 1997; CECCHI, 2003).

Os solidos rigidos a base de silica sao os enchimentos mais usados atualmente. Estes
enchimentos podem resistir a pressoes relativamente altas, resultando em enchimento

estavel e colunas eficientes de particulas pequenas.

Estas particulas de silica podem ser obtidas em varios tamanhos, formas e graus de
porosidade. Felizmente, varios grupos funcionais ou camadas poliméricas podem ser ligados a
superficie da silica, sendo util para aplicacdes em alguns métodos individuais da HPLC (TONHI
et al., 2002).

0O empacotamento de colunas a silica consiste principalmente em diéxido de silicio (Si0;) com
o atomo de silicio no centro de um tetraedro, sendo a valéncia remanescente na superficie
ocupada por um grupo hidroxilo (-OH) (Figura 1). Esta ndao deve ser utilizada em pH acima de

8,0, pois isso causaria a sua dissolucdo, entdo, para a cromatografia de compostos basicos
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com pH entre 8,0 e 12,0 recomenda-se o uso de compostos poliméricos como poliestireno,
ligado covalentemente a fase estacionaria (ARAUJO, 2004; HARRIS, 2005).

Grupos silanol vizinhos, associados por ligagdes de hidrogénio

Ligagdes
/ siloxano

Grupos

silanol (\

isolados \

geminais

Figura 1 - Estrutura esquematica da silica gel (HARRIS, 2005).

Uma superficie de silica tem cerca de 8umol de grupos silanol (Si-OH) por metro quadrado,
em pH entre 2,0 e 3,0 estes se encontram completamente protonados e em uma ampla faixa
de pH acima de 3,0 se dissociam em Si-O", que se ficarem expostos podem reter fortemente

bases protonadas (como RNHs"), provocando a formacéo de caudas nos picos (HARRIS, 2005).

A silica sozinha pode ser usada como fase estacionaria para a cromatografia de adsorcéo, ja
para a sua utilizacao na cromatografia de particao esta deve estar quimicamente ligada, na

qual dependendo do radical R esta pode ser utilizada como fase normal ou fase reversa.

Os solidos semi-rigidos sdao geralmente constituidos de particulas porosas de poliestireno
entrecruzado com divinilbenzeno. Dependendo de como eles sdo preparados, a particula
resultante pode variar em rigidez e porosidade, superando completamente grandes limites,
sendo usado para pressoes até 350 bars, mas algumas destas particulas sao limitadas a
pressoes inferiores a 150 bars. O maior interesse no semi-rigido atualmente é para aplicacoes
na HPLC por exclusao com fase movel organica, contudo eles sdo também usados na troca
ionica (JARDIM et al., 2006).

Os solidos nao rigidos, tais como agarose ou dextrose, usados em cromatografia por exclusao
classica, sdo aplicados exclusivamente para a separacao de moléculas grandes, sollveis em

agua, como as proteinas (COLLINS et al., 1997).

Os dois tipos de materiais, peliculares ou porosos, diferem em algumas das suas propriedades
e tém muitas outras em comum. Ambos podem ser introduzidos na coluna com certa

facilidade, obtendo-se colunas muito eficazes (CIOLA, 1998).
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A fase estacionaria de octadecil (Cig) € a mais utilizada na cromatografia liquida de alta
eficiéncia, sendo representada por ODS (octadecilsilano) (HARRIS, 2005). Alguns tipos de fases

estacionarias para HPLC estao descritos na tabela 1.

Tabela 1 - Tipos de fases estacionarias para HPLC (ARAUJO, 2004).

Descricao Polaridade/ interacdo
Octadecil (Cy3) Altamente apolar

Octil (Cg) Moderadamente apolar
Etil (C,) Fracamente apolar

Metil (Cy) Fracamente apolar

Fenil (PH) Moderadamente apolar
Cicloexano (CH) Moderadamente apolar
Cianopropil (CN) Moderadamente apolar/polar
Diol (2 OH) Polar

Silica (Si) Polar

Acido Carboxilico (CBA) Troca catidnica fraca
Acido Propilsulfénico (PRS) Troca cationica forte
Acido Benzenossulfénico (SCX) Troca catidnica forte
Aminopropil (NH,) Troca anionica fraca/polar
Amina Primaria/Secundaria (PSA) Troca anionica fraca/polar
Dietilaminopropil (DEA) Troca anionica fraca/polar
Amina Quaternaria (SAX) Troca anionica forte

Acido Fenilborénico (PBA) Covalente

De acordo com a natureza das fases movel e estacionaria pode-se classificar o processo como:

cromatografia em fase normal e cromatografia em fase reversa.

Cromatografia em fase normal: neste método a fase estacionaria utilizada é polar e
a fase movel é apolar, em relacdo a eluicdo, os solutos mais apolares sdao eluidos
primeiramente, enquanto que os polares sdo retidos pela fase estacionaria e sdo eluidos

depois.

Cromatografia com fase reversa: a fase estacionaria é apolar e a fase movel polar,
portanto os compostos polares sao eluidos primeiro e os mais apolares eluidos posteriormente
(VOGEL, 1981).
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2.2.3. Mecanismos da HPLC

2.2.3.1. Liquido-liquido ou particao

Com a finalidade de obter a separacdo de aminoacidos, Martin e Synge, em 1941
desenvolveram a cromatografia liquido-liquido (CLL), utilizando como fase estacionaria agua
em silica e como fase movel cloroformio. Este método é preferencialmente utilizado na
separacao de compostos nao-idnicos, polares e que apresentem de baixo a moderado peso

molecular, sendo este geralmente inferior a 3000 (SKOOG et al., 2002).

0 método consiste de uma fase liquida (estacionaria) que por adsorcao fisica é retida na
superficie da coluna empacotada geralmente com silica e de uma fase movel, também
liquida, que passa sobre esta fase estacionaria sendo uma destas polar e a outra apolar. A
separacao baseia-se na solubilidade da amostra em relacdo ao solvente (fase movel) e a fase
estacionaria, sendo assim os componentes da amostra que sao mais sollveis na fase movel sao
eluidos primeiro enquanto os que tém maior afinidade com a fase estacionaria sdo
seletivamente retidos por ela (COLLINS et al.; GUIMARAES, 1997; SKOOG et al., 2002; VOGEL,
1981).

A CLL pode ser dividida em cromatografia liquido-liquido normal (onde a fase estacionaria é
polar e a fase normal e apolar) e em cromatografia com fase reversa (fase estacionaria apolar
e fase movel polar). As fases moveis e estacionarias mais utilizadas nestes métodos estao
descritas na tabela 2 (VOGEL, 1981).

Tabela 2 - Fases mdveis e estacionarias mais utilizadas na CLL (VOGEL, 1981).

Fases estacionarias Fases moveis

Normal

B, B’-oxidipropionitrila Carbowax (400, 600 .

750 etc prop (400, ’ Hidrocarbonetos saturados: hexano e heptano; solventes
’ ’ aromaticos: tolueno e xileno; hidrocarbonetos saturados

Glicdis (etileno, dietileno) misturados (até 10%) com dioxano, metanol, etanol,

. S cloroformio, cloreto de metileno.
Ciano-etil-silicone

Fase reversa

Esqualano
Zipax-HCP Agua e m1stu.ra§ a}lcool-agua; acetonitrila e
misturas acetonitrila-agua

Ciano-etil-silicone

2.2.3.2. Cromatografia Liquida com Fase Ligada

Tendo por objetivo solucionar o problema da perda da fase estacionaria da CLL surgiu a

cromatografia liquida com fase ligada (CLFL), na qual a fase estacionaria esta quimicamente

13



Determinacao de compostos fenoélicos por HPLC

ligada a superficie de um suporte eliminando, assim, o problema da solubilidade desta na fase
movel (COLLINS; GUIMARAES, 1997).

Nesta forma de cromatografia as fases monomeéricas e poliméricas ligam-se a uma vasta gama
de materiais de suporte. As fases ligadas sao geralmente preparadas por reacdes de
silanizacdo. Na superficie da silica que foi completamente hidrolisada, por aquecimento com
HCl 0,1M por um dia ou dois, forma-se grupos silandis, estes grupos, posteriormente, irao
reagir com cloro-silanos substituidos formando as fases estacionarias quimicamente ligadas

(sendo cloro-metil-silano amplamente utilizado) (VOGEL, 1981).
De acordo com o grupo funcional que esta ligado ao radical R é que se classifica quanto:

e A Fase normal, quando este é de natureza polar;

e E afase reversa, quando este é de natureza apolar

Na tabela 3 estdo descritas as principais sustancias utilizadas como radical R tanto em fase

normal como em fase reversa (VOGEL, 1981).

Tabela 3 - Principais radicais R utilizados nas fases estacionarias de cromatografia liquida com fase
ligada (SKOOG et al., 2002).

Fase normal Fase reversa
- C,HLCN (ciano) Cadeia Cg (- octil)
-C3HgsOCH,CHOHCH,0H (diol) Cadeia C,3 (-octildecil)

-C3HgNH, (amina)

-C3HgN(CHs), (dimetilamina)

Os grupos silanois que nao reagiram podem absorver moléculas polares, levando a mudancas
nas propriedades cromatograficas da fase ligada na cromatografia com fase reversa, ja que
esta apresenta a fase estacionaria apolar, ou também pode ocorrer a formacao de caudas nos
picos cromatograficos, particularmente com solutos basicos. Estes efeitos podem ser
reduzidos pela inativacao de grupos silandis que sao revestidos pela reacao com trimetilcloro-
silano, que em funcao do seu tamanho menor, tem a capacidade de se ligarem a muitos
grupos silanodis (VOGEL, 1981; SKOOG et al., 2002).
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2.2.3.3. Liquido-sélido ou absorcao

Sendo introduzida inicialmente por Stwett no inicio do século XX, a cromatografia liquido-
solido (CLS) é a forma mais classica da cromatografia liquida e devido a recentes adaptacoes

tornou-se o mais importante membro dos métodos de HPLC (SKOOG et al., 2002).

Este tipo de cromatografia baseia-se na competicao entre as moléculas do soluto e do
solvente pelos sitios ativos do adsorvente, estando relacionada com a interacdo entre os
grupos funcionais das particulas do suporte da fase estacionaria e os grupos polares das
moléculas do soluto (ARAUJO, 2004). Primeiramente uma molécula da fase mével passa a ser
deslocada da superficie para que possa ser adsorvida pela fase estacionaria, levando em
consideracdo que esta possui uma superficie polar ela tera pouca afinidade com grupos
apolares que nao serao retidos por nao terem sido deslocados da fase movel (COLLINS et al.;
GUIMARAES, 1997).

As fases estacionarias devem permitir a interacao diferencial com os componentes da amostra
a serem separadas. As principais interacoes responsaveis pela adsorcdao sao as de Van de
Waals, eletrostatica, pontes de hidrogénio e interacbées hidrofobicas. Os grupos que sao
capazes de formar pontes de hidrogénio serao fortemente retidos pela superficie do
adsorvente assim como as moléculas polarizaveis que irdo apresentar a interacdo dipolo
dipolo-induzido, portanto o grau de retencdo depende da polarizacdo de cada molécula ou
grupo funcional, sendo que compostos que contém grupos funcionais polares serdo
fortemente retidos pelo adsorvente polar e, portanto, eluidos por ultimo, enquanto que com
os solutos apolares ocorrera o contrario (COLLINS et al.; GUIMARAES, 1997; ARAUJO, 2004;
SKOOG et al., 2002).

Geralmente usa-se como adsorvente, um solido ativo com grande area superficial, os mais
comumente usados sdo a silica e a alumina. Um aspecto que deve ser considerado é que
adsorventes muito ativos podem adsorver irreversivelmente o soluto sendo que a silica que é
ligeiramente acida pode reter fortemente solutos basicos e a alumina que é basica nao

deveria ser usada em cromatografia de compostos sensiveis a bases (VOGEL, 1981).

A escolha do solvente é de extrema importancia neste método devido ao fato deste competir
com o soluto pelos sitios ativos do adsorvente, pois quanto mais forte a interacdo da fase
movel com a estacionaria, menor a adsorcdo do soluto. Os solventes sao classificados de
acordo com sua série eluotrdpica, ou seja, a sua capacidade de absorcao, que sdo utilizadas
na escolha do melhor solvente a ser utilizado para uma determinada separacdo. Este também
deve ser puro, pois impurezas podem afetar tanto a eficiéncia da coluna como a deteccéo
(VOGEL, 1981).

E muito apropriada para compostos apolares que tem pesos moleculares menores do que
5000, geralmente é mais apropriada para amostras que sao sollveis em solventes apolares,
utilizando fase normal (GONCALVEZ, 2001).
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2.2.3.4. Cromatografia por troca idnica

Para resolver o problema de separacao de terras raras e da concentracao de ides transuranio
necessaria para o desenvolvimento das primeiras armas nucleares, no inicio dos anos 40, foi
desenvolvida a cromatografia de troca ionica. A sua aplicacdo em HPLC comecou em 1975
com o desenvolvimento de trabalhos de uma técnica de suspensao do eluente que tornou
possivel a deteccdo condutométrica dos ides eluidos na Dow Chemical Company (SKOOG et
al., 2002).

A Cromatografia por troca i6nica € um método de absorcdo que baseia-se na interacao
eletrostatica entre o soluto e a fase estacionaria, buscando o equilibrio de troca entre ides
em solucao e ides de mesmo sinal na superficie de um soélido que deve ser insollvel e de alto
peso molecular. A amostra a ser separada é geralmente uma solucao aquosa contendo ides
organicos e inorganicos; na superficie da fase estacionaria catides e anibes sdo ligados
covalentemente e ides sdo trocados com a fase movel, separando assim os ides que nao
interagem com a resina daqueles que se ligam com os grupos carregados (SKOOG et al., 2002;
ARAUJO, 2004).

A fase estacionaria utilizada neste método, geralmente, € uma resina de poliestireno
entrecruzada com divinilbenzeno a qual sdo ligados os grupos i6nicos. As trocas podem ser
catidnicas ou anionicas o que depende da natureza da fase estacionaria. Os sitios ativos mais
comuns para as resinas trocadoras de catides sdo o grupo acido sulfonico -SO;’H*, um acido
forte, e o grupo acido carboxilico -COOH*, um acido fraco; e para os trocadores de anides sdo
0s que contém grupos amina terciarias -N(CH;);"OH’, base forte, e aminas primarias -N*OH’,
base fraca. Os grupos i6nicos possuem contra-ides que sdo deslocados por ides de carga
similar da fase movel. Nas trocas cationicas, as resinas possuem sitios ativos negativos e
contra-ides com carga positiva, de forma que os catides da resina sejam trocados pelos
catides da amostra; nas trocas anionicas, ocorre o contrario, os sitios ativos da resina tém
carga positiva e o contra-ido tem carga negativa permitindo a troca destes com a fase mavel.
0 esquema das trocas catidnicas e aniénicas pode ser visualizado na Figura 2 (COLLINS et al.;
GUIMARAES, 1997; SKOOG et al., 2002; ARAUJO, 2004).

X + RY <= Y + R X (trocaanionica)

X + RY « Y+ RX (troca cationica)

Figura 2 - Esquema de troca ionica da Cromatografia por Troca l6nica (ARAUJO, 2004).

Através da alteracdo do pH ou aumento da troca idnica, que leva ao enfraquecimento das
interacdes eletrostaticas, a fase mdvel deve ser modificada, afim de eluir o soluto da resina
(ARAUJO, 2004).
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Geralmente os compostos que sdao separados por este método sdo acidos carboxilicos, bases
organicas, peptideos e aminoacidos, que podem se ionizar em solucdes com pH devidamente
tamponado, bem como anibes inorganicos e catides metalicos ou complexos (JARDIM et al.,
2006).

2.2.3.5. Cromatografia por exclusao

Geralmente utilizada na separacao de componentes de alto peso molecular, a cromatografia
por exclusao (CE) baseia-se na separacdo de acordo com o tamanho efetivo das moléculas.
Este método é subdividido em cromatografia por filtracdo em gel (GFC) e cromatografia com
permeacao em gel (GPC). A GFC é utilizada na separacao de espécies sollUveis agua (polares)
sendo a fase estacionaria hidrofilica, na GFC os solventes utilizados sao organicos apolares e
fases estacionarias hidrofobicas, o que torna o método complementar sendo que podem ser
analisadas substancias polares e apolares (SKOOG et al., 2002; VOGEL, 1981).

Pelo fato de ndo haver interacoes fisicas ou quimicas entre o soluto e a fase estacionaria, a
CE difere dos demais métodos cromatograficos. O principal mecanismo de retencao das
moléculas do soluto é a penetracdo diferenciada destas no interior das particulas do gel. A
coluna é empacotada com matéria inerte com poros de tamanho controlado, ao entrar em
contato com a fase estacionaria as moléculas pequenas ficam retidas no interior de seus poros
apresentando maior tempo de retencao sendo eluidas mais lentamente pela fase movel,
enquanto que as moléculas maiores, que ndo conseguiram penetram nos poros, Sao
carregadas pela fase movel, tendo, portanto, menor tempo de retencao (COLLINS et al.,
GUIMARAES, 1997; SKOOG et al., 2002; VOGEL, 1981).

Utiliza-se este método na separacdo de materiais organicos e inorganicos, mas sua maior
utilidade é no estudo de biomoléculas ou de compostos com alto grau de polimerizacdo. O
material utilizado no empacotamento da coluna deve ser com estrutura rigida a fim de
facilitar o empacotamento, e que sejam capazes de suportar as pressoes elevadas da
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Geralmente o empacotamento da coluna para este
método e feito por leito de polimeros e particulas de silica, ambos com diametro de 5 a 10um
(SKOOG et al., 2002; VOGEL, 1981).

2.2.4. Equipamentos

2.2.4.1. Equipamentos para HPLC

A HPLC é uma técnica que atualmente utiliza um conjunto de equipamentos especiais. Eles
poderao diferir em caracteristicas e grau de automacdo, porém, sao absolutamente
necessarios para uma execucdo conveniente e sao chamados de cromatografos a liquido. Eles

caracterizam-se por terem os seguintes componentes (Figura 3):
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- Reservatorio e sistema de bombeamento da fase movel;

- Sistema de introducao da amostra;

- Sistema analitico - coluna cromatografica e termdstato das colunas;
- Sistema de deteccao (um ou mais detectores);

- Sistema de registo e tratamento de dados (CIOLA, 1998).

Resarvatorio
do solvents
Sistema
Misisssenings - computadorizado de
coletor de dados

Nie)

H=7]

. 20008 -/ Registrador
\ \ / i,

Figura 3 - Esquema do cromatagrafo liquido (ARAUJO, 2003).

De acordo com a figura, o solvente que se encontra no reservatorio € bombeado com o auxilio
da bomba através do sistema de introducdo da amostra até a coluna cromatografica, situada
ou nao dentro de um termdstato. Nela, efetua-se a separacao dos componentes da mistura de
acordo com a natureza da fase movel, fase estacionaria e a natureza dos componentes
analisados. A fase movel sai da coluna e passa por um sistema de deteccdo, onde sdo
identificadas alteracoes de alguma propriedade fisica especifica. Esta variacao €
transformada num sinal elétrico, que €& convenientemente registado e tratado
matematicamente por um processador conveniente. O grafico obtido chama-se cromatograma
(CIOLA, 1998).

Existem alguns conceitos e formulas pré-estabelecidos para avaliar os cromatogramas, dentre
eles o nimero de pratos tedricos, que é uma medida utilizada para quantificar a eficiéncia
das colunas cromatograficas, pois quanto maior o nimero de pratos teoéricos, maior é o
equilibrio termodinamico entre a fase movel, a fase estacionaria, € o componente que esta a
ser analisado. A eficiéncia de uma coluna esta relacionada com o alargamento dos picos, pois
quanto maior o alargamento dos picos, menor sera a eficiéncia na separacao entre duas
substancias que eluem préoximas, sendo ideais os picos finos. Outro conceito importante é a
resolucao, considerando como um cromatograma com boa resolucao aquele em que os picos
estao mais separados e todos os picos finalizam na linha de base antes de iniciar um novo pico
(COLLINS et al., 1997).
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A) Reservatorios de fase movel e sistemas de tratamento de solvente

O abastecimento da fase movel é equipado com um ou mais reservatérios que podem ser de
vidro, o proprio recipiente do solvente; de plastico, desde que este seja inerte; ou de aco
inoxidavel, sendo que este nao é apropriado para fases moveis tamponadas em pH baixo, pois
podera ocorrer a corrosao do recipiente. Este deve ter uma capacidade de um a trés litros
(CECCHI, 1999; SKOOG et al., 2002; SCOTT, 2003).

A captacao da fase mdvel geralmente é feita através de um filtro, para remover pequenas
particulas que podem obstruir e estragar o sistema de bombeamento e a coluna. Para
remover ar ou gases que podem estar dissolvidos no solvente e que afetam o funcionamento
do detector e a eficiéncia da coluna, o frasco podera estar acoplado a aquecedores,

agitadores ou a sistemas de vacuo (CIOLA, 1998).

Fases moveis como a agua e outros solventes polares tém tendéncia em dissolverem gases
como oxigénio e nitrogénio, se estes gases forem libertados dentro do equipamento podem
formar bolhas na coluna e no sistema de deteccao essas bolhas podem causar o espalhamento
de banda e interferir na eficiéncia do detector, por este motivo os solventes devem ser
desgaseificados, o que pode ser feito através de sistemas de bomba de vacuo, de sistemas de
destilacao, de dispositivos de aquecimento e agitacdo do solvente, sob a acao de ultra-som e
também através do sistema de borbulhamento que geralmente é feito com gas hélio, por ser
um gas inerte e de baixa solubilidade (SKOOG et al., 2002; SCOTT, 2003; POMBEIRO, 2003).

Alguns sistemas contem também filtros a fim de impedir que a poeira e materiais particulados
no solvente que causem danos no sistema de bombeamento e de injecao e entupimento da
coluna. Nao necessariamente os desgaseificadores e filtros devem fazer parte do
equipamento, um método bastante eficiente é passar os solventes em filtros “milipore” sob
vacuo, antes de introduzi-los no recipiente, o que ocasiona a remocao dos gases e materiais
em suspensao (COLLINS et al.; GUIMARAES, 1997; SKOOG et al., 2002).

B) Programadores de fase movel

A HPLC pode ser efetuada mantendo-se a composicao da fase mdvel constante durante toda a

analise cromatografica, que é denominada HPLC isocratica.

Quando é necessaria a utilizacdo de solventes de diferentes polaridades e percentagens
destes em misturas, denomina-se HPLC como programacao por gradiente, tendo como
vantagem analises mais rapidas, melhores separacbes e maior simetria nos picos, em
contraste a eluicao isocratica, que pode tomar muito tempo com forma de picos nem sempre
adequados. As desvantagens incluem a necessidade de regenerar a coluna antes de fazer uma
nova injecao de amostra e a incompatibilidade com o detector em certos casos (COLLINS et

al., 1997). Os solventes utilizados apresentam diferentes polaridades variando a percentagem
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destes em mistura binaria, ternaria ou quaternaria, aumentando a forca cromatografica da
fase movel, fazendo assim, com que picos retidos eluam mais rapidamente. Também podem
ser utilizados em misturas isocraticas, em que a fase mével apesar de ter uma concentracao
continua é formada por mais de um solvente. Para que a programacdo seja automatica sao
utilizados microcomputadores. Existem dois tipos de programadores: a baixa e a alta pressao
(JARDIM et al., 2006).

Nos programadores de baixa pressao os reservatorios de solventes estdo dispostos em ordem
crescente de polaridade e os solventes sdao misturados antes da bomba. Através de uma
valvula ligada ao reservatorio do solvente faz-se o gradiente, sendo que esta é programada
para ficar aberta até que saia o volume desejado dos solventes, que serdao misturados a
pressdo atmosférica numa camara com agitacdo magnética, posteriormente sao enviados a

uma bomba de alta pressao, passando pelo injetor, coluna e detector (JARDIM et al., 2006).

Nos programadores de alta pressao diferentes solventes alimentam diferentes bombas. O
caudal de cada bomba é modificado para produzir os mais variados tipos de gradientes. Os
solventes sao libertados pelas bombas estando estes a alta pressao e vao para uma camara de
pequeno volume onde sdao misturados por agitacdo magnética, sendo encaminhados

posteriormente ao injetor, coluna e detector (JARDIM et al., 2006).

C) Sistema de bombeamento

Devido ao fato de trabalhar com colunas de particulas muito reduzidas, a HPLC necessita que
o fluxo da fase modvel seja constante e a alta pressdo o que se consegue através de um
sistema de bombeamento eficaz. A utilizacdo de alta pressdo € necessaria, pois particulas
exercem alta resisténcia ao fluxo da fase movel e se ndo fosse utilizada a analise seria muito
lenta. O fluxo deve ser constante para garantir a reprodutibilidade, sensibilidade e resolucao
da analise. Utiliza-se também o sistema de bombeamento para fazer gradiente de eluicdo

qguando os compostos apresentam fator de separacdo muito proximo (CECCHI, 2003).
Os requisitos para um sistema de bombeamento de HPLC sao rigorosos e incluem:
(1) A geracao de pressoes de até 600bars;

(2) O caudal continuo sem pulsos, ou, se pulsando, com amortecedor de pulsos;

(3) As velocidades de fluxo variando de 0,1 a 10ml/min;

(4) A reprodutibilidade e constancia do caudal de 1%;

(5) Os componentes resistentes a corrosao. De acordo com as caracteristicas de
funcionamento e desenho podem-se considerar basicamente dois tipos de bombas, as
mecanicas e as pneumaticas. Entre as bombas mecanicas existem dois tipos diferentes, as
reciprocas e tipo seringa (SKOOG et al., 1997).

20



Determinacao de compostos fenoélicos por HPLC

Levando em consideracdo o desempenho e caracteristicas de funcionamento, existem
basicamente dois tipos de bombas, as pneumaticas e as mecanicas (COLLINS et al.;
GUIMARAES, 1997).

e Bombas pneumaticas

Neste tipo de bombas um gas inerte exerce uma pressao deslocando o liquido de forma
continua, a pressao pode ser diretamente sobre o liquido ou sobre um recipiente onde o
mesmo esta contido. Essas bombas sao baratas e livres de pulsos, mas sofrem limitacdes de
capacidade e pressao de saida e sao dependentes da velocidade de fluxo com a viscosidade do
solvente e pressao de retorno da coluna. Além disso, ndo sdo faceis para trabalhar com
eluicdo com gradientes e estao limitadas a pressoes menores do que 200bar. Ela pode ser

visualizada na Figura 4.
Paraz

coluna

Reservatoro
Ane T dafase moval

7

Figura 4 - Bomba pneumatica (JARDIM et al., 2006).

¢ Bombas mecénicas
As bombas mecanicas podem ser divididas em bombas reciprocas e bombas tipo seringa:

Bombas reciprocas: Consiste numa pequena camara na qual o solvente é bombeado pelo
deslocamento de um pistao controlado por um motor, desloca fluxos de volume constante,
porém de forma descontinua, ou seja, em pulsos (SKOOG et al., 2002). Tendo a desvantagem
de produzir um fluxo pulsado que deve ser amortecido porque a sua presenca manifesta-se
como um ruido de fundo, na linha de base do cromatograma. As vantagens de bombas
reciprocas incluem o seu pequeno volume interno, as altas pressdes de saida, a facil
adaptabilidade a eluicdo com gradiente e os caudais constantes, que sdo independentes da
pressao de retorno da coluna e da viscosidade do solvente (COLLINS et al., 1997). Esse tipo de

bomba pode ser visto na Figura 5.
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da fase movel

Figura 5 - Bomba reciproca (JARDIM et al., 2006).
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Figura 6 - Bomba do tipo seringa (JARDIM et al., 2006).

Medidores e controladores de pressao

Valvulas

UNIZIrecionais

Bombas do tipo seringa: Também chamadas de bombas de deslocamento continuo (Figura 6),
essas bombas sao formadas por um pistao que se move por acao de um mecanismo de rosca,
sustentado por um motor, o fluxo é continuo e sem pulsacdes, porém tem capacidade total
limitada, devendo parar para o enchimento apos o fornecimento de uma relativamente baixa
quantidade de solvente (SKOOG et al., 2002; POMBEIRO, 2003; CIOLA, 1998).

Ansl
Hermético

Problemas no equipamento, como entupimentos ou vazamentos, podem ser diagnosticados
pelos monitores de pressao, que também podem ser utilizados para aperfeicoar a separacao.

Dois tipos de medidores de pressao podem ser utilizados: Bourbon ou diafragma (Figura 7) e
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Bourbon ou diafragma: no qual um tubo de aco inoxidavel flexivel preenchido com
um liquido viscoso abaixa pressdo, se expande com o aumento da pressao da fase movel que
vai da bomba para a coluna, essa expansao desloca o ponteiro acusando o aumento da

pressao.

Contato de seguranca

Motor da Ve
bomba

< Abertura

% para limpeza
]

Bomba —> Coluna

Figura 7 - Medidor de pressao Bourbon (JARDIM et al., 2006).

Transdutor de pressao: Ao ir da bomba para a coluna a fase mdvel exerce uma
pressdo numa membrana, que € sentida no transdutor convertendo a pressio em corrente

elétrica, cujo valor é medido.

Para a coluna Para a coluna
Transdutor I_ﬁ +
Amplificador %
%
T Diafragma T
Mostrador digital
Da bomba Da bomba

Figura 8 - Medidor de pressao do tipo transdutor de pressao (JARDIM et al., 2006).

E) Sistema de injecdo da amostra

Para se obter uma boa eficiéncia em analises cromatograficas, um fator muito importante a
considerar é a maneira como se introduz a amostra na coluna. A injecao deve ser reprodutivel
e ter grandes variedades de volumes, assim como nao deve introduzir bolhas. Esta parte do
instrumento necessita de um cuidadoso desenho, pois devem resistir a altas pressoes e as suas
cavidades devem ser completamente lavadas pela fase movel. Duas sao as formas de injecao
da amostra: com microsseringas e com valvula rotatoria, sendo esta de injecdo automatica
(JARDIM et al., 2006).

O injetor do tipo seringa apresenta a vantagem de ser mais barato, porém é de baixa
reprodutibilidade e necessita de um septo para evitar o retorno da amostra e do émbolo para
fora do injetor. O sistema de injecdo mais utilizado € o da valvula rotatoria, pois além de ser
reprodutivel, elimina o problema de retorno da amostra. Neste sistema o volume injetado nao
necessita ser preciso, pois a valvula rotatoria tem uma alca capilar amostradora (loop) capaz

de selecionar volumes de 1 a 100 yL de amostra, sendo o excesso levado para fora do
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equipamento. Na Figura 11 pode ser visualizado o método de injecdo da amostra com a
valvula rotatoria. Na posicao de carregar (Figura 9 a) um determinado volume de amostra é
carregado enquanto a fase mével vai direto para a coluna, a rotacdo da posicao geralmente é
feita manualmente, assim na posicao injetar (Figura 9 b), mudam-se as conexoes, fazendo
com que a fase modvel passe pela alca de amostragem e arraste a amostra para a coluna
(CECCHI, 2003; JARDIM et al., 2006).

a Da bomba b

Alca de
amostragem

a: posicao para carregar
b: posicao para injetar

Figura 9 - Valvula rotatoéria de amostragem para HPLC (JARDIM et al., 2006).

F) Coluna

Num cromatadgrafo liquido podem ter trés tipos de colunas, a coluna de saturacdo, a coluna de

guarda e a coluna analitica (JARDIM et al., 2006).

e Coluna de saturacao

Também chamada de pré-coluna, é colocada entre a bomba e o injetor sendo usada pra
condicionar a fase estacionaria. Muito aplicada no passado quando se utilizava a
cromatografia liquido-liquido com a finalidade de saturar a fase moével com o liquido da fase
estacionaria, nao sendo tao necessaria atualmente devido ao grande desempenho das fases
estacionarias quimicamente ligadas. Mas ainda pode ser utilizada quando se usam
enchimentos a base de silica e uma fase moével que dissolve este material, tendo este efeito
aumentado com o aumento da temperatura, polaridade, forca idnica e pH da fase mavel, de
modo que a fase modvel estando saturada com fase estacionaria, nao ira reagir com a fase
estacionaria contida na coluna. Pode ser usada também para reter impurezas da fase movel a
fim de preservar a coluna (CECCHI, 2003; JARDIM et al., 2006).
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e Coluna de guarda

Colocada entre o injetor e a coluna analitica, esta possui normalmente de 2 a 5 cm e tem o
mesmo didmetro interno e fase estacionaria da coluna analitica. E utilizada para prevenir que
impurezas e compostos fortemente retidos nao contaminem a coluna de separacao,
aumentando assim o seu tempo de uso, portanto a coluna de guarda deve ser renovada com
certa frequéncia, pois satura rapidamente. Devido ao seu pequeno tamanho, em relacdo ao
tamanho da coluna analitica, o custo das diversas trocas desta ainda € muito menor do que
uma nova analitica, que é deteriorada rapidamente quando ndo se usa a coluna de guarda
(CECCHI, 2003; JARDIM et al., 2006).

e Coluna analitica

A separacdo na HPLC é efetuada dentro das colunas cromatograficas. Esta deve ser
constituida de algum material inerte, de diametro uniforme, capaz de resistir as pressoes que
serdo usadas. O material mais utilizado é o aco inoxidavel, mas também podem ser
constituidas de vidro reforcado e silica fundida, sendo esta ultima mais utilizada na confeccdo
de colunas capilares. As mais usadas apresentam diametro interno de 4,6mm, comprimento
de 250mm e sao preenchidas com particulas porosas com diametro de 5um. A escolha da
coluna é feita em funcdo da sua capacidade, que é determinada pelas suas dimensoes,
material de empacotamento, comprimento e diametro interno. Dependo do diametro interno
as colunas podem ser classificadas de diferentes formas, como descreve a tabela 4 (CECCHI,
2003; JARDIM et al., 2006).

Tabela 4 - Classificacdo das colunas de separagao (CECCHI, 2003; JARDIM et al., 2006).

. Diametro interno Caudal Tamanho de

Nome Comprimento (cm) icul
(mm) (ul min™) particula (um)

Colunas Rapidas 3-10 2-6 1.000-5.000 3
Convencional  ou 5 5, 2-6 1.000-3.000 3; 5; 10
analitica
small — bore ou 44 44 1-2 5-200 1;3;5
microbore
Capilar recheada 20-200 0,1-0,5 0,1-20 1; 3
Capilar 10-10.000 0,02-0,1 0,1-2 1,3
semipermeavel
Capilar aberto 100-10.000 0,01-0,075 0,05-2 a
Preparativa >20 >10 >1.000 >10

a: Filme liquido ligado nas paredes.

Estas colunas podem ser separadas em colunas analiticas e colunas preparativas (VALENTE et
al., 1983).
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As colunas analiticas sdo destinas a separacdo de pequenas quantidades de material, nao
existindo, na maioria dos casos, o objetivo de isolar, para fins de identificacao ou outros, os
materiais separados, mas somente a necessidade de detecta-los para fins qualitativos ou
quantitativos. Os tubos das colunas sao preenchidos com a fase estacionaria conveniente,
geralmente silica ou seus derivados de granulometria trés, cinco, sete ou 10 micra, ou
mesmo, nas tendéncias modernas, de um micrometro de diametro médio. Podendo o
comprimento variar de trés a 60 cm e o diametro interno de 0,1 até 8mm, sendo as de 0,1 até

0,5mm chamadas de colunas capilares.

As colunas preparativas sao utilizadas quando se quer separar e recuperar os componentes de
uma amostra em quantidade suficiente para depois serem utilizadas. Apresentam diametros
de 10 até 80cm e alturas de um até quatro metros, operando a pressoes de algumas centenas
de atmosferas. Sao destinadas a producao em escala industrial, sendo dirigidas nos seguintes
principais tdpicos: preparacdo e isolamento de compostos para fins de identificacéo,
preparacao de padrdes puros, materiais de alto valor e de dificil purificacdo por outros
métodos, por exemplo, compostos opticamente ativos, derivados de isdtopos ou isomeros de

interesse cientifico, farmacéutico ou bélico (CIOLA, 1998).

G) Detectores

Tendo como funcao monitorizar o fluxo da fase movel na saida da coluna, o detector mede de
forma continua propriedades fisicas ou fisico-quimicas da amostra, ou da solucdo que a
contém enviando um sinal, registado por um processador de dados ou por um registador
conveniente, que &, geralmente, diretamente proporcional & concentracdo do componente na
amostra. A interpretacao desse registo produz dados qualitativos e quantitativos sobre a

amostra e os seus constituintes.
O detector ideal é aquele que apresenta as seguintes caracteristicas:
. ter alta sensibilidade: detectar pequenas quantidades de amostra;

. ser estavel: insensivel a variacoes de temperatura e de fluxo, no caso de

eluicbes com gradiente;

) linearidade: o sinal deve manter uma relacao linear com a concentracao da
amostra;

. uma leitura continua;

° resposta universal: capaz de trabalhar com todos os tipos de amostra (JARDIM,
2006);

. baixo limite de deteccao;
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° seletividade, exatidao e precisao (MCMASTER, 1994; SKOOG, 2002).

Os detectores dividem-se em duas grandes classes: detectores de propriedades
macroscopicas, que sao aqueles que medem as alteracdes de propriedades fisicas provocadas
pelo soluto na fase movel; e detectores de propriedades do soluto, que sao aqueles que
respondem a uma dada propriedade quimica ou fisica do soluto e sdo, idealmente,
independentes da fase mével (VOGEL, 1981; NETO et al., 2003).

0 numero de técnicas de deteccao aplicadas em HPLC é enorme (tabela 5), mas os detectores
geralmente utilizados sao: de absorcao no UV e no visivel, de fluorescéncia, de indice de
refracao e eletroquimicos (COLLINS et al., 1997; VOGEL, 1981; NETO et al., 2003).

Tabela 5 - Detectores utilizados na HPLC (VOGEL, 1981; HARRIS, 2005).

Detector l&i’ntiizao (ng) de Gradiente Aplicacao
Ultravioleta 0,1-1 Sim Seletivo

indice de refracéo 100-1000 Nao Universal
Espalhamento de luz 0,1-1 Sim Alta massa molar
Eletroquimico 0,01-1 Nao Seletivo
Fluorescéncia 0,0001-0,01 Sim Seletivo
Espectrometria de massas 0,1-1 Sim Universal
Infravermelho com 1000 Sim Seletivo

transformada de Fourier

Nos detectores espectrofotométricos o seu funcionamento baseia-se na absorvancia da luz por
parte da amostra ao passar através dela qualquer radiacdo eletromagnética; normalmente
isto ocorre do ultravioleta até o infravermelho, num dado comprimento de onda. E a resposta
deste detector sera seletiva, porque sO6 detectara os compostos que absorvem no
comprimento de onda em que opera o detector. Existem dois tipos de detectores de luz
ultravioleta; o de comprimento de onda variavel, que é de aplicacao mais variada e sensivel,
cobrindo a faixa de 190 a 800nm, e o chamado fotométrico que funciona com um ou dois
comprimentos de onda fixos, operando em comprimento de onda de 254 e de 280nm. Alguns
compostos absorvem na regido visivel do espectro eletromagnético e podem ser analisados
por um detector que funciona nesta regiao do espectro, sendo chamado de detector de
absorcao no visivel (PATONAY, 1992).

A fase movel utilizada deve ser cuidadosamente selecionada porque a intensidade de emissao
depende totalmente do meio em que se encontra a amostra (MCMASTER, 1994; PERES, 2002).

Um tipo de detector comum mais usado na HPLC é o arranjo de diodos. Um arranjo de diodos
consiste numa série de fotodiodos detectores posicionados lado a lado num cristal de silicio
de modo que cada comprimento de onda difratado pela grade atinge um ponto deste arranjo,

e consequentemente um detector. Este detector permite que a absorvancia de uma amostra
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em todos os comprimentos de onda seja determinada de modo simultaneo. O seu principio é

baseado na absorcao de luz ultravioleta ou visivel, por parte da amostra.

Outro fator importante para estes detectores é que tém sensibilidades diferentes para
diferentes comprimento de onda, de modo que é necessario que se especifique em que regiao
do espectro se vai trabalhar, mas a resolucao espectral depende do tipo e do nimero de

diodos que compde o arranjo (SKOOG, 2002).

H) Registo de dados

Para registar ou manipular os dados obtidos pelos detectores na HPLC pode se usar
simplesmente um registador ou, de uma maneira sofisticada, um integrador ou mesmo um
microcomputador (SKOOG et al., 2002; JARDIM et al., 2006).

0 integrador fornece o tempo de retencdo de cada pico, a area de cada um e a area total de
todos eles. Para aumentar a versatilidade, exatidao e precisao da HPLC utilizam
microcomputadores, que além de processar os dados obtidos pelo detector, armazenado-os,
podem controlar a composicao da fase modvel, o caudal que sai da bomba, a injecdo da
amostra, a temperatura da coluna, podendo diagnosticar possiveis problemas (JARDIM et al.,
2006; SKOOG et al., 2002).

2.2.5. |dentificacdo e quantificacao

A identificacdo dos componentes de uma amostra é feita através da comparacdo dos
cromatogramas obtidos com padrées, nestes padrées o componente em questdo é eluido nas
mesmas condicoes da amostra a ser analisada, tendo a formacdo de um pico em um
determinado tempo chamado de tempo de retencdo, sendo assim os componentes sao
identificados pelo tempo de retencdo. Os cromatogramas (Figura 10) sao graficos do tempo

em minutos pela resposta do detector (SKOOG et al., 2002).

w s m o
H

[ 7]

Figura 10 - Cromatograma tipico da separacao de compostos, por HPLC.
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Os padroes sao obtidos comercialmente e sao analisados em diferentes
concentracbes, formando assim uma curva de calibracdo, esta trata-se de um grafico da
concentracao do componente pela area do pico obtido. Através desta pode-se quantificar os

componentes da amostra quando se obtém a area dos picos (SKOOG et al., 2002).

2.2.6. Analise qualitativa

Um cromatograma fornece apenas uma peca de informacao qualitativa acerca de cada
espécie em uma amostra, a saber, o seu tempo de retencao ou a sua posicao sobre a fase
apos certo periodo de eluicdo. Deve-se notar que um simples cromatograma nao indica o
numero total dos compostos existentes na amostra. A analise deve ser repetida com outras
fases moveis e em outras colunas, a fim de se conseguir o maior nimero de picos e mesmo
assim deve-se tomar cuidado com o detector utilizado. E importante observar que os
cromatogramas podem nao levar a identificacao positiva das espécies presentes na amostra,

mas fornecem evidéncia segura da auséncia de certos compostos.

Assim, se a amostra nao produz um pico no mesmo tempo de retencao que um determinado
padrao usado em condigdes idénticas, pode-se considerar que o composto em questdo esta
ausente (ou sua presenca ocorre em nivel de concentracdo abaixo do limite de deteccao do
procedimento) (SKOOG et al., 2002).

2.2.7. Analise quantitativa

A cromatografia quantitativa em coluna esta baseada na comparacao da altura ou da area do
pico do analito com a de um ou mais padroes. Se as condicdoes forem controladas
apropriadamente, estes parametros variam linearmente com a concentracao. A altura de um
pico cromatografico é obtida ligando-se as linhas de base dos dois lados do pico por uma linha
reta e medindo-se a distancia perpendicular desta linha ao pico. E importante observar, no
entanto, que as alturas dos picos estao relacionadas inversamente com as suas larguras. Assim
resultados precisos sao obtidos com as alturas de picos apenas se as variacdes nas condicoes
da coluna nao alterarem as larguras dos picos durante o periodo de tempo requerido para
obtencao dos cromatogramas para a amostra e o padrao. As variaveis que devem ser bem
controladas sao a temperatura da coluna, a velocidade de fluxo do eluente e a velocidade de
injecao da amostra (COLLINS et al., 1997).

As areas dos picos sdao independentes dos efeitos de alargamento, portanto, as areas
constituem uma variavel analitica mais satisfatoria do que as alturas dos picos. Por outro
lado, as alturas dos picos sao medidas mais facilmente e, no caso de picos estreitos,
determinadas com maior precisdao. Mas a maioria dos instrumentos cromatograficos modernos

esta equipada com integradores eletronico digitais que permitem o calculo preciso das areas
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dos picos. Se um destes equipamentos nao estiver disponivel, pode-se fazer uma estimativa
manual. Um método simples, que funciona com picos simétricos de larguras razoaveis, é
multiplicar a altura do pico pela sua largura a meia altura. Outros métodos podem ser
aplicados, mas em geral, técnicas manuais de integracdo fornecem resultados reprodutiveis

em cerca de 2 a 5 %. Os integradores digitais sao mais precisos (CIOLA, 1998).

0 método mais direto para analises cromatograficas quantitativas envolve a preparacao de
uma série de solucdes padrdao de composicoes proximas da solucdo desconhecida. Os
cromatogramas dos padroes sao entao obtidos e as alturas ou as areas dos picos langadas em
grafico em funcdo da concentracdo. A curva obtida com esses dados deve ser uma reta que
passe pela origem. As analises serao realizadas considerando esta curva. Para maior exatidao,

a padronizacéo deve ser refeita com frequéncia (SKOOG et al., 2002).

A maior precisao em cromatografia quantitativa é obtida com o uso de padrdes internos
porque sao evitadas as incertezas produzidas na injecao da amostra. Neste procedimento,
uma quantidade de uma substancia medida cuidadosamente, que atua como padrao interno, é
introduzida em cada padrdo e na amostra. A razao entre as areas (ou as alturas) do pico do
analito e do pico do padréo interno (ou alturas) funciona como parametro analitico. Para que
esse método tenha sucesso, € necessario que o pico do padrao interno seja bem separado dos
picos de todos os outros componentes da amostra. Por outro lado, o pico do padrao deve ser
proximo do pico do analito. Com um padrao interno adequado, precisoes relativas melhores
do que 1% podem ser obtidas. Ja para a padronizacdo externa injetam-se volumes
exatamente iguais de amostras que contém diferentes concentracées ou massas dos
compostos de interesse. Com o tamanho dos picos obtidos (medidos em area ou altura do
pico), constroi-se um grafico de area ou altura de pico em funcdo das massas analisadas
(CIOLA, 1998).

2.2.8. Aplicagbes
A HPLC tem uma ampla gama de aplicacao, alguns exemplos mais comuns sao:

. Vitaminas hidrossoliveis como as do Complexo B como B5, B1, B2, B6 e
niacina (MORESCHI et al., 2007; PRESOTO et al., 2008);

° Vitaminas lipossolUveis, como a-tocoferol, precursor da Vitamina E; B-
caroteno, precursor da vitamina A e a vitamina K (JAKOB et al., 2000; OTLES et al., 2005;
GIMENO et al., 2000);

. Antocianinas (LIMA et al., 2006);

. Carotenoides (DELLA LUCIA, et al., 2008);

. Compostos fendlicos (ABE et al., 2007);

o Lipidios (VILA NOVA, 2005; BAGGIO; BRAGAGNOLO, 2008);
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. Aclcares (DRUZIAN; DOKI; SCAMPARINI, 2005);

. Hidrolisados protéicos (BIZZOTTO, 2006; BIASUTTI, 2008).

2.2.9. Parametros cromatograficos

A seguir estdo descritos os parametros cromatograficos utilizados para avaliar a separacao de

analitos por cromatografia.
e Fator de retencao (k)

O fator de retencao é determinado pela razao entre a fracao de tempo em que as moléculas
do analito ficam retidas na fase estacionaria e a fracdo em que percorrem a coluna na fase
movel, de acordo com a Equacao (1) (COLLINS et al., 2006; LANCAS, 1993):

k=(ﬂ)=ﬁ (1)

tm tm

tr = tempo de retencao de um analito, que € o tempo decorrido desde a injecdo até o ponto

maximo do pico;
ty = tempo de retencao de um analito nao retido;
t'r = tempo de retencao ajustado.

Os valores ideais de k para dois componentes devem variar entre 1 e 10, e para multiplos
componentes sao aceitos valores entre 0,5 e 20 (COLLINS et al., 2006; LANCAS, 1993).

e Resolucao (Rs)

A resolucdo refere-se a separacao de dois picos adjacentes e pode ser obtida pela Equacao (2)
(RIBANI et al., 2004; LANCAS, 1993): A resolucao é calculada a partir da distancia que separa

os pontos maximos dos picos e da soma das larguras de suas respectivas bases ou largura a

meia altura.

_ tR2—tR1 \ _ tR2—tR1
Rs =2 ( Wb1+Wb2) - 1'177 ( Wh1+th) (2)
Onde:

trs € tgy, = tempo de retencao de dois picos adjacentes;
W,s e W, = largura dos picos na base, em unidades de tempo;
W, e Wy, = largura dos picos a meia-altura, em unidades de tempo.

Quando Rs = 1, os dois picos sao razoavelmente separados, com somente 2% de sobreposicao
se as quantidades dos dois componentes forem iguais. Maiores valores de Rs indicam melhor
separacao: Rs = 1,25 é suficiente para fins quantitativos e com Rs > 1,5 tem-se 100% de
separacao para picos gaussianos (COLLINS V, 2006; LANCAS, 1993).

31



Determinacao de compostos fenoélicos por HPLC

e Fator de separacao (a)

O fator de separacao esta relacionado com a separacdo de dois picos adjacentes, sendo
calculado pela razao entre os respectivos fatores de retencao que sao, por sua vez,

relacionados aos tempos de retencao ajustados, conforme a
Equacao (3):

ka _ th2
a=—==—= 3

k1 tR1 (3)
O fator de retencdo (k) mede a seletividade de um sistema cromatografico e, portanto,
quanto mais seletivamente a fase estacionaria reter o segundo componente que esta sendo

analisado, maior sera o fator de separacao (a).

Se a = 1, indica que nao ha diferenca termodinamica entre os dois componentes de um dado
sistema e eles nao podem ser separados. Contudo, a > 1 nao necessariamente indica que os
dois picos estao totalmente separados, pois podem ser largos e estarem sobrepostos. Em
consequéncia disto, um valor elevado de a s6 implica em boa separacdo se os picos forem
estreitos (COLLINS et al., 2006).

e Curva de van Deemter

A curva de van Deemter ¢é indicada, na caracterizacao cromatografica de uma coluna, para
determinar o caudal que se deve trabalhar a fim de obter a maxima eficiéncia (N) da coluna.
Essa relaciona-se com a velocidade linear 6tima (u), na qual a altura equivalente a um prato
(H) tera um valor minimo e, portanto o valor de eficiéncia sera maximo. As equacdes para
calculo de N, H e p sdo apresentadas a seguir (equacdes 4, 5 e 6, respectivamente), onde L

representa o comprimento da coluna cromatografica (COLLINS et al., 2006):
2
- tr
N = 5545 ( Wh) (4)

()

2.3. Pré-tratamento de amostras

As diversas técnicas de pré-tratamento de amostras tém por finalidade a recuperacao do

analito da matriz, eliminando-o de substancias que interfiram na analise.

A concentracao do analito a uma escala possivel de ser quantificada realiza-se posteriormente
a determinacao do tipo de técnica e das condicdes de analise, de forma a tornar a matriz
compativel com o sistema analitico. Em alguns casos, esta etapa serve também para

modificar quimicamente o analito através de reacdes de derivatizacao.
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A etapa de preparacao da amostra € comumente manual e decisiva para a precisao e a
exatiddo do método, exigindo maior tempo e empenho por parte do operador na selecdo dos
procedimentos rapidos, com poucas etapas, capaz de produzir recuperacdes quantitativas e
reprodutivas do analito e, de preferéncia, com possibilidade de automacao (QUEIROZ et al.,
2001). Dependendo do tipo de matriz, alguns analitos (p.e. gases e vapores) nao requerem
nenhum tipo de tratamento prévio, sendo analisados diretamente em equipamentos analiticos
(p.e. cromatografo a gas). Outras matrizes podem envolver ampla gama de misturas de
compostos organicos e inorganicos de origem sintética ou bioldgica cuja preparacao para
analise vai depender de cada caso em particular. A escolha do tipo de tratamento utilizado é
feita em funcdo das caracteristicas da matriz e do analito e das condicoes de analise
utilizadas que incluem, principalmente, o tipo de técnica e de instrumentacao disponiveis no

local de trabalho.

2.4, Extraccao em fase sélida

A SPE (Extracdo em Fase Solida, do inglés Solid Phase Extraction), na sua forma moderna, tem
mais de 25 anos. Ela tem se tornado uma das mais comuns técnicas de concentracao e clean-

up da amostra usada pelos quimicos analiticos.

Através dos anos, o uso da SPE tem crescido devido ao fato de que essa técnica atende as
necessidades dos analistas em relacao aos procedimentos de preparo da amostra,
apresentando-se simples, relativamente barata, com boa recuperacao dos analitos e
adequada seletividade, reduzido uso de solventes organicos e capacidade de automacgao
(MAJORS, 2001b).

A extraccdo em fase solida (SPE) envolve uma competicao, onde a fase extractiva é o solido.
Esta técnica tem sido muito utilizada para remover ou concentrar substancias de matrizes
liquidas presentes em quantidade vestigial. Pode ser considerado como um meio de
purificacdo de amostras antes da analise por cromatografia liquida, a fim de eliminar outras

substancias que compéem a matriz.

Este método depende de alguns factores tais como o tipo de resina utilizada, a concentracao

do analito, o volume da amostra e o fluxo com que a amostra atravessa o sorvente.

A SPE é um processo onde normalmente recupera-se quase todo o analito da matriz em uma
Unica extracdo. Esta € uma técnica bastante aplicada em matrizes complexas e utiliza os
mesmos materiais adsorventes usados na cromatografia liquida, dentre os quais se destacam

os derivados de silica Cg, C15 € CN.

Uma grande variedade de adsorventes pode ser utilizada, desde fases de silica modificadas de
Cs a Cyg (fases reversas), resinas poliméricas, alumina, carvao, silica e ciano e outras
(QUEIROZ et al., 2001).
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Os mecanismos de retencao na SPE assemelham-se aqueles envolvidos na cromatografia
liguida em coluna (POOLE et al., 2000), e dependendo do adsorvente e do modo como é
utilizada, a SPE é dividida em modo reverso, modo normal e troca ionica. Nos casos das fases
reversas (C8, C18 e CN), a retencao do analito acontece devido, primeiramente, as interacoes
de van der Waals nado polares, entre as ligacdes carbono-hidrogénio do analito com os grupos
funcionais da superficie da silica. J& no modo normal, as principais interacdes sao entre
grupos polares do analito e da fase extratora através de ligacdes de hidrogénio, interacoes

m — 1 e dipolo-dipolo.

Finalmente, no modo troca ionica, interacdes eletrostaticas sdo as responsaveis pela extracao
seletiva do analito (SNYDER et al., 1997). A SPE conta com uma grande variedade de
adsorventes disponiveis, que podem ser utilizados com os mais diversos tipos de matrizes e
classes de compostos (QUEIROZ et al., 2001).

A extracdo com resinas poliméricas ocorre devido a adsorcao dos analitos por meio de forcas
de van der Waals, que permitem uma dessorcao facil. As resinas poliméricas mais comumente
utilizadas sdo as do copolimero poliestireno-divinilbenzeno (JUNKER-BUCHHEIT e
WITZENBACHER, 1996).

Atualmente, a SPE tem ganhado aplicacdes especificas com o desenvolvimento de fases mais
seletivas. Varios sdo os dispositivos utilizados para SPE dentre eles os mais utilizados sdo os

cartuchos e os discos de extracao (Figura 11).

Figura 11 - Representacao de um cartucho e um disco, usados em SPE (SNYDER et al., 1997).

Em ambos dispositivos, a amostra é forcada a passar pelo material extrator pela aplicacao de
pressdao em uma das extremidades do cartucho ou disco. Para realizar a analise simultanea de
varias amostras e extracoes mais rapidas, geralmente sao utilizados sistemas extratores com
vacuo (Figura 12) (HAGEN et al., 1990).
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Figura 12 - Representacao dos dispositivos utilizados na SPE. A: Seringa; B: kitassato; C- sistema extrator
(SNYDER et al., 1997).

Os cartuchos sao os dispositivos mais utilizados para a SPE devido a sua facilidade de utilizar,

grande disponibilidade comercial e baixo custo (SNYDER et al., 1997).

Estes tém sido desenvolvidos por mais de vinte anos. Os primeiros cartuchos foram utilizados
em 1978, cartuchos com formato de seringa em 1979 e como pré-coluna para acoplamento
“on-line” com cromatografia liquida em 1980 (HENNION, 1999). Durante os ultimos cinco ou
seis anos tem crescido o desenvolvimento com melhoria do formato, automacao e com a
introducao de novos sorventes com capacidadade de melhorar a extracdo de analitos polares
(PICHON, 2000).

Os cartuchos de extracdao assemelham-se a seringas hospitalares sem o émbolo, dentro das
quais se encontra o material extrator acondicionado entre dois filtros (Figura 12). A porcao da
seringa acima do material extrator é chamada de reservatorio e serve para acondicionar a
amostra. Os cartuchos disponiveis comercialmente em geral, possuem reservatorios de 0,5 a
10 mL e recheios que variam de 35 mg a 2 g (SNYDER et al., 1997). O maior problema dos
cartuchos é a variacdo apresentada entre fabricantes e mesmo entre lotes de uma mesma
marca devido as diferencas de caracteristicas entre as particulas extratoras usadas. Os
cartuchos também apresentam eficiéncia mais baixa e maior consumo de solventes quando
comparados aos discos (ROSSI e ZHANG, 2000).

A resina poliamida é usada para adsorver os compostos polares (grupos-OH, os compostos
fenolicos) de solucdes aquosas ou metanodlicas no ambito do mecanismo de fase reversa
através de ligacbes fortes de hidrogénio entre o composto de grupos hidroxilo e grupos de
amida da resina. E Gtil para extracdo de taninos, clorofila, acidos himicos, terpendides
farmacologicamente ativos, flavondides, acido galico, acido protocatecuico A-catecol e
floroglucinol. Também é (til para a extraccao de acidos carboxilicos aromaticos, compostos
nitroaromaticos e irreversivelmente retém quinonas. As suas caracteristicas sao as seguintes:
Tamanho de particula: 50-160 pm, pH: 4,5-7,5, Densidade: 0,2-0,3 cm3/g, teor de agua: <5%
(SUPELCO).
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As vantagens de extraccao por SPE estao na capacidade de suportar amostras em condicoes
fortemente acidas ou basicas e no seu baixo custo. As vantagens da SPE sobre a LLE sdo a
necessidade de menos tempo para preparacao de amostra e poder ser completamente

automatizada, requerendo menor quantidade de solventes e permitindo maior selectividade.

Um problema associado a SPE é o facto de a fase necessitar de ser uniforme de modo a evitar
baixas eficiéncias. Neste método o efeito de matriz pode se antever devido a competicao que

possa ocorrer entre o analito desejado e os demais componentes da matriz.

Em geral, as principais desvantagens da SPE sao o maior tempo de execucao e complexidade
operacional quando realizada de forma manual. Além disso, destaca-se o custo adicional dos

cartuchos e discos que sao utilizados geralmente uma Unica vez (LORD e PAWLISZYN, 2000).

2.4.1. Desenvolvimento do método de SPE

Como etapas do desenvolvimento do método de extracao em fase sdlida, o analista tem que
primeiramente selecionar o tipo de sorvente que vai ser utilizado na analise em questao, de

acordo com as caracteristicas fisico quimicas dos analitos de interesse (HENNION, 1999).

Na SPE o analito de interesse, para ser extraido, é dividido entre a fase liquida, a qual esta
contida na fase solida (sorvente) e o solvente de eluicdo. O analito de interesse na amostra
tera menor ou maior afinidade pela fase liquida do sorvente, determinando assim o grau de
retencao deste analito. Posteriormente este analito é extraido por um solvente organico no

qual ele tenha maior afinidade que na fase liquida do sorvente.

Os mecanismos de retencao e eluicao dos analitos pela fase sdlida ocorrem através de forcas
intermoleculares entre o analito e a superficie da fase sélida, envolvendo interacdes tipo van
der Waals, tipo eletrostaticas, dipolo - dipolo, dipolo - dipolo induzido, ido - dipolo, ido - ido

e ligacao de hidrogénio.

2.4.2. Processo da extraccao em fase sélida

A SPE pode ser descrita como sendo um processo cromatografico simplificado, com o sorvente
atuando como fase estacionaria. A fase movel é a agua da amostra aquosa durante a etapa de
extracao ou o solvente organico durante a etapa de dessorcdo (eluicdo). Altos fatores de
enriquecimento sao obtidos quando os analitos sao fortemente retidos pelo sorvente na
presenca de agua e quando eles tém baixa retencao com o solvente organico usado para

dessorcao.

Para a realizacdo da SPE, utilizando-se por exemplo Cs, sdo necessarias quatro etapas, as
quais estao demonstradas na Figura 13. Elas devem ser otimizadas de forma a obter-se uma
recuperacao maxima (SIMPSON e WELLS, 2000; WELLS, 2000b).
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Figura 13 - Etapas de operacao do sistema de preparo da amostra por SPE.

A fase liquida é eluida sob pressdo ou vacuo e o processo consiste de cinco etapas:

1. Ativacao do sorvente através da passagem de um solvente que condicione a superficie do

solido, removendo quaisquer substancias que estejam presas.

2. Remocao do solvente responsavel pela ativacao.

3. Aplicacao da amostra:

3.a) O analito de interesse e os interferentes ficam retidos na fase solida.

3.b) O analito de interesse fica retido e parte dos interferentes passam pela fase solida.

3.c) O analito de interesse passa pelo solido e os interferentes ficam retidos na fase solida;

neste caso a fracao de interesse € imediatamente coletada.

4. A fase solida é lavada com um solvente apropriado, retirando os interferentes da matriz ou
parte delas, sem eliminar os analitos de interesse (no caso 3a), no caso 3b a fase solida nao

precisa ser lavada com um solvente apropriado para a remocao dos interferentes.
5. Eluicao do analito de interesse do sorvente com um solvente apropriado.

O procedimento geral é transportar a solucdo que contém o analito por uma resina ou
sorvente pré-condicionada que possui afinidade com o analito que se quer analisar. Os
analitos sao retidos na resina e de seguida por meio de uma solucao extrai-se os analitos

praticamente sob a forma concentrada.

A. Condicionamento do sorvente

Cada sorvente de SPE requer o seu condicionamento com o objetivo de se ativar ou se
preparar para reter o analito. No caso dos materiais a base de silica quimicamente

modificada, o preparo da coluna para receber a amostra é feito pela ativacao ou
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humedecimento com um solvente conveniente, e por condicionamento com agua. A limpeza
prévia com solvente organico serve também para remover contaminacao indesejavel que
possa estar presente no cartucho. O condicionamento efetivo, ou seja, a preparacao do
sorvente para as mesmas condicdes da amostra € realizado com agua ou solucdo tampao. Essa

etapa é um pré-requisito para a adsorcao reprodutivel do analito.

B. Retencao dos compostos desejados

A amostra é percolada através do cartucho de extracdo condicionado. Nessa etapa, o
composto se distribui entre a amostra liquida e a superficie do sorvente, por simples adsorcao

a superficie ou através da penetracao na superficie, e um equilibrio é estabelecido.

Em cromatografia de fase reversa € bem conhecido que compostos hidrofobicos siao bem
retidos com agua como fase mavel. A escolha do sorvente é guiada pela natureza aquosa das
amostras, pelo volume necessario para se conseguir a deteccao desejada, e a natureza dos
compostos. Agua ndo deve eluir os compostos de interesse. Melhores sorventes sao entdo os
de fase reversa (principalmente silicas alquil modificadas, copolimeros apolares e sorventes a

base de carbono) para compostos de interesse.

Nesse processo, os analitos de interesse concentram-se no sorvente e frequentemente sao
adsorvidos junto com outros componentes da matriz da amostra (SIMPSON e WELLS, 2000;
WELLS, 2000b).

C. Limpeza do cartucho de SPE

Antes da eluicao, alguns destes componentes interferentes da matriz podem ser removidos da

superficie do sorvente pela aplicacdo de um solvente de lavagem.

Cada passo de lavagem envolve outra distribuicdao entre o analito e as espécies co-retidas, o
sorvente e o liquido que passa através dele. Pode-se controlar cada passo selecionando-se
cuidadosamente as condicdes de lavagem, eluicao e carregamento da amostra. Pode ser
usada uma mistura simples de tampao com agua ou contendo uma pequena quantidade de
solvente organico (SIMPSON e WELLS, 2000; WELLS, 2000b).

D. Eluicao dos analitos adsorvidos

Na Ultima etapa da SPE, os analitos de interesse sao dessorvidos com um pequeno volume de
solvente adequado. Essa etapa é realizada com maior sucesso utilizando-se um solvente que
tenha a maior forca eluotrépica para o sorvente que esta sendo usado, ao mesmo tempo
minimizando o volume de solvente de eluicao e maximizando o efeito de concentracao da
SPE. No entanto, outros fatores como a compatibilidade do solvente com a instrumentacao
analitica usada para a determinacao final, ou o desejo de se reduzir posteriores
manuseamentos da amostra tais como a troca de solvente, podem também ditar a selecao do
solvente. O solvente deve ser seletivo o bastante para que a interacao entre o analito e o
sorvente seja enfraquecida e a distribuicdo do analito através do eluente ocorra. Portanto,

para que haja uma excelente escolha do solvente é necessario conhecer as caracteristicas
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quimicas do analito e informacgdes suficientes no que se refere a estrutura, solubilidade,

polaridade, entre outras propriedades.

Para sorventes de fase reversa, a série eluotropica € bem conhecida para solventes organicos
e o poder de eluicdo diminui dentro da série hexano, THF (tetrahidrofurano), acetato de
etila, diclorometano, acetona, acetonitrilo e metanol. Um solvente apolar, forte, como o
hexano pode nao efetuar a eluicao totalmente se existir uma camada de agua adsorvida na
superficie do sorvente. Solventes polares ou capazes de ligacdo hidrogénio com a agua
adsorvida podem ser mais efetivos. Por isso, metanol ou acetonitrilo sao normalmente
preferidos devido a sua miscibilidade com agua (SIMPSON e WELLS, 2000; WELLS, 2000b).

Misturas de solventes misciveis podem também ser usadas para se adquirir um balanco
hidrofilico-hidrofébico (BARCELO e HENNION, 1997; SIMPSON e WELLS, 2000).

0 caudal de eluicdo deve ser baixo e o volume minimo € cerca de 2 vezes o do sorvente, isto
€, de 2 a 5 mL para cartuchos de 500 mg. Quanto menor o volume de dessorcdo, maior o fator
de pré-concentracdo. A dessorcdo € mais eficiente se for feita com 2 ou 3 aliquotas de 1 mL
ao invés de uma aliquota Unica com 2 ou 3 mL (BARCELO e HENNION, 1997).

2.4.3. Volume de “Breakthrough”

0 volume de “breakthrough” pode ser definido como sendo o volume maximo de amostra que
pode ser percolado por um tubo de extracado sem que ocorram perdas do analito de interesse
e portanto diminuicdo da sua recuperacdo, ou seja, é o volume que permite que uma

recuperacao teorica igual a 100% seja obtida.

O volume de “breakthrough” depende das interacoes entre o analito, o solvente da amostra e
o tipo de sorvente e, para fase reversa, ele depende da hidrofobicidade do analito e da massa
de sorvente usada. Este é um parametro importante em SPE, pois indica qual o volume
maximo de amostra que pode pré-concentrar, sendo que dois fatores podem ser responsaveis
pelo volume de breakthrough: retencao insuficiente do analito pelo sorvente e sobrecarga do

sorvente.

2.4.4. Analise por HPLC

A maioria dos métodos de extracao em fase sélida desenvolvidos para analise de compostos

polares utilizam a HPLC ou cromatografia gasosa.

A deteccao feita na regidao do ultra-violeta (UV) e num Unico comprimento de onda ou em
varios comprimento de onda utilizando um detector por arranjo de diodos (DAD), é
frequentemente utilizada em HPLC (WELLS, 2000a).
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2.5. Caracterizacao da cortica

A Taxonomia de Lineu (Carlos Lineu, séc. XVIIl) baptizou o sobreiro com o nome latim Quercus
suber, que é uma arvore que se supde existir ha cerca de 30 milhdes de anos, pertencendo a

familia das Fagaceas e ao género Quercus.

A cortica, revestimento exterior do tronco e ramos do Sobreiro (Quercus suber L.), € um
produto natural que, desde ha muitos séculos, tem despertado o interesse das pessoas para

diversos fins devido as suas propriedades fisicas, mecanicas e quimicas.

A cortica, produzida em equilibrio com a natureza no ambito de um dos mais ricos, complexos
e estaveis ecossistemas das regides mediterraneas, vem demonstrando a sua inesgotavel
utilidade enquanto matéria-prima renovavel de caracteristicas incomparaveis e insubstituiveis
(Ministério da Agricultura, 2000).

2.5.1. A quimica da cortica

A composicdo quimica da cortica ainda nao é totalmente conhecida. Dada a grande variacao
de métodos analiticos para a determinacao dos diferentes componentes da cortica, assim
como o facto das corticas analisadas serem diferentes, a sua composicao quimica média
indicada na literatura difere de autor para autor. De facto, a constituicdo quimica deste
material natural depende de varios factores tais como a origem geografica, as condicdes de
solo e clima, a origem genética, a dimensao e idade da arvore, condicdes de crescimento,
entre outros (PEREIRA, 1988; CONDE et al., 1998; CONDE et al., 1999).

A constituicdo quimica das paredes celulares da cortica pode ser dividida em dois tipos de
componentes: 0s componentes estruturais (suberina, lenhina e polissacarideos) e os

componentes ndo estruturais (extractaveis) (FORTES et al., 2004).

Os componentes estruturais estao relacionados com as funcoes de estrutura e suporte e
incluem celulose, hemicelulose, lenhina, suberina e polissacaridos. No que diz respeito aos
extractivos, representam o conjunto de substancias que podem ser dissolvidas utilizando
solventes organicos ou aquosos, incluindo ceras (reforco de impermeabilizacdo) e fraccado
fendlica e polifendlica (possivel efeito de proteccao contra ataques por organismos biologicos)
(SILVA et al., 2005).

De facto, a suberina é o principal constituinte estrutural da cortica. E uma estrutura
polimérica extensa, assegurada por ligacoes éster entre os seus monomeros (polimero de
poliéster) (Figura 14). Existem basicamente trés tipos de mondmeros na suberina: o glicerol,

os mondmeros alifaticos acidos de cadeia longa e os compostos aromaticos (normalmente
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fenolicos, dos quais o acido ferllico é o mais importante). A suberina constitui uma barreira

protectora, impedindo a passagem de agua e de gases (CARVALHO, 1987).

o]

/L/O
HO

Figura 14 - Suberina: éster glicerol-w-hidroxiacido-acido ferulico.

OH

Esta substancia, que condiciona grande parte das caracteristicas e propriedades da cortica, €
praticamente infusivel, é insolivel na agua, no alcool e na grande maioria dos solventes

usuais, sendo sé atacada pelas solugdes alcalinas que a despolimerizam (FENGEL et al., 1989).

O estudo da composicdo quimica da cortica teve inicio no séc. XVIIl com os trabalhos de
Brugnatelli. Desde essa data até aos dias de hoje, tém sido desenvolvidos um grande ndimero
de trabalhos sobre a composicdo quimica da cortica (GIL, 1995). Na tabela 6 estao
representados os principais resultados da quantidade relativa dos diferentes componentes da

cortica, publicados na 2* metade do século XX.

Tabela 6 - Resumo dos principais resultados publicados sobre a composicao quimica da cortica.

Autores Fierz-David e Ulrich, 1945 Guillemonat, 1960 Carvalho, 1968
Suberina 50% Suberina 45% Suberina 50,4%
Lenhina 12% Lenhina 27% Lenhina 18.0%
Celulose 11% Polissacarideos 12% Polissacarideos 13.5%
Composicao Extractaveis 27% Extra,ctéveis 1% Extrac’téveis 15.8%
- ceras 7% - ceroides 5% - em éter 7.2%
- extractos de alcool 20% - taninos 6% - em etanol 3.2%
Cinzas e outros 5% - em agua 5.4%
Cinzas 2.3%

Autores Holloway, 1972 Pereira, 1988
Suberina 37.8% Suberina 39.4%
Polifenois sollveis em agua 31.6% Lenhina 23.0%
Lenhocelulose 14.8% - insolavel 21.8%
Composicao Extractaveis 15.8% - soluvel 1.2%
- em cloroférmio 6.7% Polissacarideos 19.9%
- em metanol 4.4% Extractaveis 14.2%
- em agua 4.7% - em diclorometano 5.4%
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- em etanol 4.8%
- em agua 4.0%

Cinzas 1.2%

Autores Amaral, 1990 Rosa et al. , 1994
Suberina 39% Suberina 41.2%
Polifendis solUveis em agua 23% Lenhina 25.5%
celulose 10% - insolavel 24.2%
Composicéo hemicelulose.12% - solvel 1.3%
Extractaveis (ceras e taninos) 14% Polissacarideos 19.8%
Cinzas 2% Extractaveis 13.7% (em diclorometano,

em etanol e agua)

Os valores médios indicados podem ter variancias elevadas, dado a cortica ser um material
natural cuja constituicao é influenciada por diversos factores: tipo de solo, clima, condicdes
vegetativas, idade da arvore, tipo de exploracao florestal e, ainda, por poderem ser relativos

a diferentes tipos de cortica e métodos de analise (GIL, 1993).

De acordo com os dados mais recentes, a cortica amadia em média, é constituida por 39-41%
de suberina, 23-25% de lenhina, 20% de polissacarideos, 14% de extractaveis e 1% de cinzas
(PEREIRA, 1988; ROSA et al., 1994).

2.5.2. Extraccao de compostos fenolicos da cortica

Os componentes nao estruturais da cortica sao compostos de pequena massa molecular,
sollveis e faceis de remover por simples dissolucdo em solventes de polaridade adequada,
sendo por isso designados por compostos extractiveis. Aproximadamente 14% da cortica

corresponde a compostos extractaveis (PEREIRA, 1988).

Os compostos extractaveis da cortica incluem muitas familias de compostos: n-alcanos, n-
alcanois, ceras, triterpenos, acidos gordos, glicerideos, esterois, fendis e polifenois.
Normalmente, classificam-se em dois grupos: um constituido por lipidos, solubilizados por
solventes de baixa polaridade como, por exemplo, o diclorometano; outro constituido por

compostos fendlicos extraidos com solventes polares como, por exemplo, o alcool e a agua.

Os compostos fendlicos extraidos com etanol e agua incluem compostos fenolicos simples
(fendis, acidos benzoicos e acidos cinamicos) e principalmente poliméricos (taninos) (VAREA

et al. 2001). Os acidos fenolicos sdo os polifendis de baixo peso molecular mais abundantes na

42



Determinacao de compostos fenoélicos por HPLC
cortica (CONDE et al., 1998; CONDE et al., 1997). Considerando os valores médios globais, o

componente maioritario deste grupo é o acido elagico, seguido, por ordem decrescente de
abundancia, pelo acido 3,4-dihidroxibenzoico, o acido vanilico e o acido galico; os acidos
cinamicos (ferulico e cafeico) apresentam-se em concentracées mais baixas. Os aldeidos

cinamicos e benzoicos, e as cumarinas sao os componentes minoritarios (CONDE et al., 1997).

Os componentes inorganicos sdo englobados no que geralmente se denomina por cinzas. Ou
seja, o residuo da combustdo completa da matéria organica, sendo constituidos
principalmente por calcio (60% m/m das cinzas), seguindo-se o fosforo, o sodio, o potassio e o
magnésio (NETO, 2005).

Os compostos extractaveis sollveis em agua constituem cerca de 4,0% (m/m) da cortica e

consistem em fendis simples e polifendis (PEREIRA, 1988).

Dos compostos fendlicos extractiveis da cortica, Conde et al., (1997) identificou acidos
fendlicos (galhico, protocatechuico, vanilico, cafeico, ferdlico e elagico), aldeidos fendlicos
(protocatechuico, vanilina, coniferaldeido e sinapaldeido) e cumarinas (esculetina e

escopoletina).

2.5.3. Agua de cozedura

As aguas residuais da industria da cortica resultam da ebulicdo de pranchas de cortica (a
casca exterior da Quercus suber L.), que é a principal etapa de processamento de cortica, e,
assim, largamente utilizado pela indUstria do setor nos paises do Mediterraneo, como a
Espanha e Portugal (BENITEZ et al., 2003).

A cozedura da cortica é efectuada com o objectivo de melhorar as propriedades das
pranchas, tornando-as mais flexiveis e suaves, e remover impurezas (e.g. organismos Vivos)
(GERALDES, et al., 2009).

A agua originada pelo processo de cozedura das pranchas de cortica apresenta uma
composicao complexa (Machado, 2005). O seu encaminhamento para o meio receptor sem
tratamento prévio é problematico devido a grande variedade de compostos organicos e
fenolicos dissolvidos, cor caracteristica (castanho escuro), baixo pH, elevada toxicidade (dos
compostos fendlicos), baixa biodegradabilidade e elevada temperatura (Machado, 2005;
Bernardo et al., 2011). Usualmente os efluentes gerados por este tipo de industria
apresentam também valores elevados de Solidos Suspensos Totais (SST), Caréncia Bioquimica
de Oxigénio (CBO) e Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO), bem como cheiro e cor intensos
(MINHALMA e PINHO, 2001a; GUEDES et al., 2003; PERES et al., 2004; SILVA et al., 2004;
MACHADO, 2005).

Como foi referido anteriormente, as aguas de cozedura de cortica sao misturas complexas de
extractos vegetais, que apresentam concentracoes elevadas de compostos fenélicos tais como

acidos fenolicos, taninos, 2,4,6-tricloroanisol (TCA), pentaclorofenol, acido benzédico e acidos
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cindmicos (BENITEZ et al., 2008). Segundo Minhalma e Pinho (2001a), os acidos fendlicos que
existem em maior quantidade na agua de cozedura de cortica sdo os acidos galico,

protocatéquico, vanilico, siringico, ferllico e elagico.

2.5.4. Valorizacao de efluentes da industria corticeira

A industria corticeira encontra-se fortemente implementada em Portugal, apresentando um
elevado volume de producao. De cada lote de pranchas de cortica que sao cozidas, resultam
elevadas quantidades de agua, que tém que ser tratadas antes de serem encaminhadas para

os cursos de agua e que representam um elevado custo para esta industria.

A presenca de compostos fenolicos nestas aguas dificulta o seu tratamento biologico e
quimico, visto apresentarem moléculas de elevada complexidade dificeis de degradar (e.g.
acido tanico), baixo pH e compostos com toxicidade relativamente aos microrganismos
utilizados no tratamento bioldgico, limitando a sua biodegradabilidade (MINHALMA e PINHO,
2001a; MINHALMA e PINHO, 2001b; MENDONCA et al., 2004; ACERO et al., 2005; DIAS-
MACHADO et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2009).

Estudos portugueses e espanhdis efectuados na ultima década nesta area focam-se,
essencialmente, no cumprimento da legislacdo em vigor. As suas propostas assentam no
tratamento das aguas de processo recorrendo a tratamentos quimicos (e.g. oxidacao quimica,
processos fotoquimicos e precipitacao quimica) e biologicos (e.g. sistema de lamas activadas
e biodegradacao pela flora natural) com capacidade de degradar a matéria organica existente
(BENITEZ et al., 2003; GUEDES et al., 2003; MENDONCA, 2004; PERES et al., 2004; SILVA et
al., 2004; ACERO et al., 2005; BENITEZ et al., 2005; DIAS-MACHADO et al., 2006; PINTOR et
al., 2011).

A Associacao Portuguesa de Cortica (APCOR) e a Associacdo Portuguesa dos Industriais de
Curtumes (APIC), criaram um programa denominado Reciclar, que tem como principais
objectivos tratar e valorizar os residuos provenientes da industria corticeira, de modo a
garantir uma correcta gestao ambiental dos efluentes gerados, sem geracao de lamas e
aliciando a industria para o cumprimento da legislacdo ambiental em vigor (Directiva do
Conselho 91/271/CEE, 1991), e transformando os residuos num produto subsidiario, com vista

a sua aplicacao por outras industrias.

O reaproveitamento do conteldo fendlico presente nas aguas de cozedura das pranchas de
cortica permite a industria corticeira minimizar os custos do tratamento de efluentes, obter
um produto com valor comercial representando uma fonte de receita e melhorar a eficacia do

tratamento biologico.
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Teixeira, et al. (2009), tém desenvolvido trabalho no sentido da extraccdo de compostos
fendlicos das aguas de cozedura através da aplicacdo de membranas especificas levando a

possivel reutilizacdo dos efluentes.

O objectivo é obter um concentrado do conteldo fendlico destas aguas, através de técnicas
de separacdao por membranas (e.g. nanofiltracdo ou ultrafiltracdo), que sera modificado
recorrendo a técnicas quimicas e biolégicas para que possa ser aplicado na indlstria de
curtumes, substituindo, assim, os taninos comerciais adquiridos por importacdo (APCOR,
http://www.apcor.pt/; BENITEZ et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2009).

Os processos de membrana tém provado ser extremamente eficientes quando aplicados ao
tratamento de aguas residuais de cortica, ndo sé porque eles reduzem selectivamente o teor
de poluentes, o que permite a utilizacdo de um processo bioldgico para o tratamento da
corrente de permeado, ou, eventualmente, a sua reutilizacdo, mas também porque eles
oferecem a oportunidade de recuperar alguns compostos do fluxo rejeitado, que poderiam ser
aplicados noutras indistrias (GERALDES et al, 2009; TEIXEIRA et al, 2009).

No entanto, as aguas residuais de cortica sdo compostas por matéria organica de diferentes
pesos moleculares e nenhum estudo relata nenhuma informacao sobre a caracterizacao das
fracoes de aguas residuais da cortica, em termos de composicao e biodegradabilidade, o que
deve ser uma questao crucial para estabelecer as condicées mais adequadas para atingir o
objectivo de obter um efluente mais facilmente biodegradavel, ou reutilizavel, no processo,

em simultaneo com a recuperacao de alguns dos seus componentes (GERALDES et al, 2009).

2.5.5. Processos alternativos

Apesar da importancia das matérias-primas agro-florestais na economia Portuguesa, o
aproveitamento dos seus residuos ndao tem merecido grande atencao. Praticamente nao tém
outra utilizacdo que ndo seja a de combustiveis, a despeito de poderem constituir uma

interessante fonte de produtos quimicos.

O crescente interesse na exploracdo de recursos renovaveis, maioritariamente nas areas de
energia e materiais, € um dos principais resultados cientificos e tecnologicos da ultima
década, e esta tendéncia parece ter seguimento no futuro proximo. As forcas que sustentam
isto sdo questdes estratégicas e econdémicas, e que nos dias de hoje ndao podem ser ignorados
os problemas relacionados com a situacdo dos produtos secundarios das industrias agricolas e

florestais, que produzem grande quantidade de residuos.

As operacdes de preparacao e processamento das pranchas de cortica dao origem a uma
grande quantidade de aparas e refugo. Por exemplo, na manufactura das rolhas, apenas 25%
da massa de cortica € aproveitada para este fim. Para os actuais desperdicios, como po,
aparas de cortica, aguas de cozedura, depositos nas condutas de saida das autoclaves no

fabrico de aglomerado expandido, dever-se-& encontrar uma utilizacdo, a qual, devido ao
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modo de apresentacdo dos desperdicios, parece ter de ser principalmente de natureza

quimica (PEREIRA, 1979).

O aproveitamento quimico da cortica como fonte de produtos organicos torna-se uma
possibilidade que permitira diminuir os residuos e assim aumentar a rentabilidade economica

da industria corticeira global.

0 estudo da utilizacdo da cortica e desperdicios como fonte de produtos quimicos necessita
do conhecimento, o mais exacto possivel, dos constituintes da cortica e respectivas

quantidades.

2.6. Compostos fenoélicos

Compostos fenolicos pertencem a classe de compostos que inclui diversidade de estruturas
simples e complexas, com pelo menos um anel aromatico no qual, ao menos um hidrogénio é
substituido por um grupo hidroxilo (Figura 15) (ESCARPA e GONZALES, 2001).

OH

Figura 15 - Estrutura benzénica (fendlica) C6 com grupo hidroxilo (OH).

2.6.1. Classificacao, distribuicao e propriedades dos compostos fenoélicos
a. Classificacao
Quimicamente, os fenolicos sdo definidos como substancias que possuem no minimo um anel

aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos. Além da funcao hidroxilo podem estar

presentes outros grupos funcionais, como ésteres e glicosidios.

Sao classificados de acordo com o tipo de esqueleto principal (C6), que constituira o anel
benzénico e com a cadeia substituinte (CX) ESCARPA e GONZALES, 2001).
b. Distribuicao

Compostos fenolicos estdo amplamente distribuidos em vegetais e em microorganismos. As
plantas sao capazes de sintetizar uma grande diversidade de compostos com baixo peso
molecular, denominados metabolitos secundarios, que podem apresentar um papel essencial
no metabolismo vegetal (ESCARPA e GONZALES, 2001).
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Os compostos fendlicos presentes nas plantas sdao sintetizados tipicamente durante o seu
desenvolvimento, apresentam a funcdo de protegé-las de infeccoes e agressdes de
microrganismos e servem como filtros de radiacao UV, além disso, contribuem com o aroma,
adstringéncia, cor e estabilidade oxidativa das mesmas (NACZK e SHAHIDI, 2004).

A sua estrutura base apresenta um anel aromatico ao qual pode estar ligado um grupo

hidroxilo (fendis) ou varios (polifendis), o que origina uma grande diversidade de compostos.

Cerca de 8.000 diferentes compostos fenolicos sdo encontrados na natureza, que englobam
desde moléculas simples até moléculas com alto grau de polimerizacao, além disso, estes
compostos, podem ser encontrados nos vegetais na forma livre ou ligados a moléculas de

acucares.

As principais formas de classificacdo os dividem segundo suas cadeias carbdnicas, magnitude
de suas massas moleculares e distribuicao na natureza. De acordo com a cadeia carbénica, os
polifendis sao distribuidos em 12 classes que engloba desde moléculas com apenas um anel

aromatico até moléculas poliméricas com diversas unidades de compostos fenolicos menores.

Os compostos fendlicos podem ser divididos em varias classes, destacando-se os acidos
fenolicos, flavonoides e taninos, como antioxidantes fendlicos mais disseminados na natureza
(Angelo e Jorge, 2007).

c. Propriedades

Contribuem no sabor, odor e coloracao de diversos vegetais sendo muito usados, os compostos
fenolicos, como flavorizantes (aldeido cindmico e vanilina) e corantes na indUstria

alimenticia, na cosmecéutica.

Enfatizam-se, também a atividade antioxidante dos derivados fenolicos (/lex paraguariensis -
erva mate, Camellia sinensis - cha, dentre outros) e a atividade antibacteriana, antiviral e
antifingica dos ésteres do acido caféico (Echinaceae purpurea, Plantago major) (ANGELO e
JORGE, 2007).

2.6.2. Caracterizacao de alguns compostos fenoélicos extraidos da cortica

2.6.2.1. Acidos fenolicos

Os acidos fenolicos podem ser divididos em acidos benzodicos e em acidos cinamicos de acordo
com o numero de atomos de carbono (Figura 16) (CHATONNET et al., 1990; SINGLETON,
1995).
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CH—COOH
COOH HC
A B
R1 R2 R1 R2
OH OH
Acidos benzéicos (A) R; R»
Gilhico OH OH
Vanilico OCH; H
Siringico OCH; OCHs
Acidos cindmicos (B)
p-Cumdrico H H
Fertlico OCH; H
Cafeico OH H

Figura 16 - Estrutura dos acidos fendlicos (A- écidos benzdicos; B-acidos cinamicos) (CHATONNET et al.,
1990; SINGLETON, 1995).

2.6.2.2. Aldeidos fenolicos

Um aldeido € um composto quimico organico que se caracteriza pela presenca, na sua

estrutura, do grupamento H—C=0, ligado a um radical alifatico ou aromatico.

Os aldeidos fenodlicos podem ser classificados segundo dois critérios: pelo nimero de atomos
de carbono em benzéicos (C¢-C;) e em cinamicos (C¢-C3), ou pelo nimero de grupos metoxilo
em guaiacilo (monometoxilados) e em siringilo (bimetoxilados) (Figura 17). Podem encontrar-
se na forma livre e ligados aos constituintes da parede celular, designadamente a lenhina
(CHATONNET et al., 1992).

COH

R2

OH

- CH——COH
HC

Aldeidos benzéicos (A)

Vanilina
Siringaldeido

Aldeidos cindmicos (B)

Coniferaldeido
Sinapaldeido

B
A1 R2

OH
R, R,
OCH; H

OCH; OCH;
OCH; H

OCH; OCH3;

Figura 17- Estrutura dos aldeidos fendlicos (A- aldeidos benzdicos; B - aldeidos cinamicos) (CHATONNET

et al., 1992).
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0 benzaldeido ou aldeido benzoico (formula C¢Hs-CHO) é um composto organico formado por

um anel de benzeno com um grupo aldeido.

e Avanilina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido) € um aldeido benzoico substituido com um
grupo metoxilo e um grupo hidroxilo na posicao 3 e 4, respectivamente. A sua

estrutura quimica pode ser vizualizada na figura seguinte.

HO

H,CO

Figura 18 - Estrutura quimica da vanilina.

e 0O 3,4-dihidroxibenzaldeido é um aldeido benzodico substituido com dois grupos
hidroxilo na posicdo 3 e 4. A sua estrutura quimica pode ser vizualizada na figura

seguinte.

HO

HO

Figura 19 - Estrutura quimica do 3,4-dihidroxibenzaldeido.

As caracteristicas quimicas dos compostos utilizados neste trabalho, a vanilina e o 3,4-

dihidroxibenzaldeido, sao apresentadas na tabela seguinte.
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Tabela 7 - Caracteristicas quimica da vanilina e do 3,4-dihidroxibenzaldeido.

Composto
L. Vanilina 3,4-dihidroxibenzaldeido
Caracteristicas
Marca Merck Aldrich
Formula Quimica CgHgO3 C,Hq0;
Estrutura Quimica HO HO
H H
© o)
Sin6nimo 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido Protocatechualdehyde
Peso Molecular 152,14 g/mol 138,12 g/mol
Grau de pureza >99% >97%

Aspecto

P64 de cor beige

Identificacao dos perigos

Simbolo de perigosidade

X

irritante

Frase(s) - R

R 36: irritante para os olhos

Frase(s) - S

Simbolo de perigosidade

X

irritante
Frase(s) - R
R36/37/38 : Irritante para os

olhos, vias respiratorias e pele.
Frase(s) - S

S26: Em caso de contacto com
os olhos, lavar imediata e
abundantemente com agua e
consultar um especialista.

A Vanilina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido, figura 22) é o principal componente da baunilha

natural, que é um dos materiais mais utilizados aromatizantes e importante em todo o

mundo. A fonte de baunilha é o feijao, ou vagem, da orquidea tropical Vanilla

(principalmente Vanilla planifolia Andrews, syn. V. fragrans (Salisb. Ames)).

A Vanilina de fato ocorre em pequenas quantidades noutras plantas, incluindo produtos

comerciais, como o tabaco, no entanto, as vagens da orquidea Vanilla ainda permanecem a

Unica fonte comercial de vanilina natural. Apesar de mais de 12000 toneladas de vanilina

serem produzidas todos os anos, a menos de 1% desta € vanilina natural de baunilha, o

restante é sintetizada muito mais barata por meio de processos quimicos.
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Ela tem uma vasta gama de aplicagdes na indUstria alimentar, nao alimentar, nas fragrancias
e como aromatizante em preparacdes farmacéuticas. E um dos recursos de sabor mais

amplamente utilizados em produtos de confeitaria, alimentos e bebidas.

Esta também é muito Gtil para a sintese de varios produtos quimicos farmacéuticos.
Historicamente, a producao de vanilina foi a sua extraccao directa a partir de graos de
baunilha. No entanto, para satisfazer os mercados que estao constantemente em ascensao,
novas rotas de produtos quimicos foram desenvolvidas. Um caminho possivel para a producao

de vanilina com base na biomassa é através de oxidacao controlada de lignina.

A aplicacao de vanilina pode ser datada desde o ano 1300 na Mesoamérica. Tradicionalmente,
a vanilina foi utilizada como agente aromatizante, agente de prevencao, sono e afrodisiaco.
Além disso, a vanilina também é um poderoso agente anti-microbiano. Como a vanilina é
amplamente utilizado em alimentos que poderia ser usado como um conservante natural e,
portanto, excluindo assim a necessidade de adicionar um outro conservante. A propriedade
mais intensamente estudada da vanilina é a sua propriedade anti-mutagénica. Ohta et al.
(1985) estudaram a primeira propriedade anti-mutagénica de vanilina e descobriram que a
vanilina pode melhorar a reparacdo recombinatoria na Escherichia coli. Como anti-
mutagénica podera reduzir a taxa de mutacao, foi também descoberto que a vanilina pode

ser capaz de prevenir e tratar o cancro, que é uma doenca relacionada com mutagdes.

Muitas técnicas de HPLC foram desenvolvidas durante os ultimos 20 anos, focando a
quantificacdo ndao sé de vanilina, mas de também outros produtos quimicos importantes
presentes no extracto de baunilha, tais como alcool p-hidroxibenzil, acido p-hidroxibenzodico,

p-hidroxibenzaldeido, vanilina de etilo e outros menos importante.

Da literatura revista, apenas Ehlers (1999) desenvolveu uma técnica rapida para a
quantificacao da vanilina de 6,7 minutos de tempo de retencao, mas apenas porque outros
compostos de extracto de baunilha foram incluidos na quantificacdo. O comprimento de onda
de determinacao foi considerado 278 nm, o que nao é o comprimento de onda maximo de

vanilina, e pode-se esperar que este processo de quantificacao nao € muito sensivel e preciso.

Recentemente, Scharrer e Mosandi (2001) desenvolveram uma técnica de HPLC para a
vanilina e outros componentes importantes presentes no extracto de baunilha, mas referente
a vanilina o seu tempo de retencao foi de 26 minutos e esta componente foi quantificada a
275 nm.

Relativamente ao 3,4-di-hidroxibenzaldeido, os efeitos protetores da inibicao dos danos do
DNA e da apoptose induzida por ROS (espécies reactivas de oxigénio) ainda nao foram
relatados. Portanto, é importante para entender o mecanismo da inibicido do 3,4-di-
hidroxibenzaldeido purificada a partir da cevada em H,0, induzido por stress oxidativo,
causando danos de DNA e apoptose, uma vez que o H,0, é o principal mediador do stress

oxidativo e um agente mutagénico potente (ANDRE et al., 2007). Além disso, a avaliacdo dos
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.....

utilizacao medicinal como agente quimiopreventivo do cancro.

2.7. Validacao de métodos analiticos

Para garantir que um novo método analitico gere informacdes confidveis e interpretaveis
sobre a amostra, ele deve ser submetido a uma avaliacao denominada de validacao (RIBANI,
2004). A validacdo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atenda as
exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados (INMETRO,
2003).

A validacdo de um método é um processo continuo, que comeca no planeamento da
estratégia analitica e continua ao longo de todo seu desenvolvimento e implantacdo. Um
processo de validacdo bem definido e documentado oferece as agéncias reguladoras
evidéncias objetivas de que os métodos e os sistemas sdo adequados para o uso desejado. A
documentacao da validacdo deve conter: a especificacdo dos requisitos, as caracteristicas de
desempenho obtidas, os critérios de aceitacdo dos valores obtidos das caracteristicas de
desempenho em comparacao com os requisitos e a afirmacao da validade dos resultados

quanto ao atendimento ao uso pretendido (INMETRO, 2003).

A validacao de um método que utiliza técnicas cromatograficas pode ser considerada como a
soma de diferentes etapas de validacdo a serem incluidas no processo analitico. Em geral, a
validacdo do método envolve a execucao e a interpretacdo de uma série de experimentos
planeados a fim de avaliar as caracteristicas do método. Desta forma, todas as variaveis de
um método devem ser consideradas, tais como: procedimento de amostragem, preparacao da

amostra, separacao cromatografica, deteccao e avaliacao dos dados (LANCAS, 2004).

Os parametros para validacdo de métodos tém sido definidos em diferentes grupos de
trabalho de organizacdes nacionais ou internacionais. Infelizmente, algumas definicdes sao
diferentes entre as diversas organizacées. O que se pode obervar é que ndo ha um
procedimento normatizado que estabeleca como executar a validacio de métodos
instrumentais de separacao (RIBANI et al., 2004; LANCAS, 2004).

Os estudos de validacao envolvem a avaliacao de caracteristicas de desempenho do método
em condicoes experimentais definidas de forma a garantir a sua aplicabilidade ao nivel do
intervalo de concentracoes e tipos de amostras. Os parametros analiticos normalmente
utilizados para validacao sao: selectividade, linearidade e intervalo dinamico, sensibilidade,
limite de deteccao, limite de quantificacdao, precisao, exatidao e robustez (RIBANI et al.,
2004).
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2.7.1.Selectividade

A selectividade avalia a capacidade de um método analitico medir a substancia a analisar na
presenca de componentes como impurezas, produtos de degradacao, ou outros compostos que
possam estar presentes na matriz da amostra. Uma forma de avaliar a selectividade num
método analitico de HPLC é comparar uma amostra com matriz isenta da substancia a analisar
com uma amostra onde a substancia a analisar foi adicionada (adicdo de padrdo). Com este
estudo pretende-se verificar se nenhum interferente tem eluicao no tempo de retencao da
substancia de interesse, que devera estar bem separada dos restantes compostos da amostra
(RIBANI et al., 2004; EMER e MILLER, 2005).

2.7.2.Linearidade e intervalo dinamico

A linearidade de um procedimento analitico de HPLC corresponde a capacidade de fornecer
resultados instrumentais, proporcionais a concentracdo da substancia a analisar na amostra
através de uma relacdo linear. A linearidade é melhor avaliada por inspeccdo visual de um
grafico onde se representam os sinais de resposta (area dos picos) em funcado da concentracao
da substancia a analisar em solucdes padrao. Os parametros da regressao obtidos pelo método
dos minimos quadrados (o declive, a ordenada na origem e o coeficiente de correlacao)
traduzem a relacao linear dos dados experimentais, permitindo extrair informacao sobre o
método analitico. O coeficiente de correlacdo da informacao sobre a qualidade da curva
obtida, indicando menor dispersao do conjunto de pontos experimentais e menor incerteza
dos parametros da regressao linear, quanto mais proximo o valor for de 1,0. Um coeficiente
de correlacdo maior que 0,999 é considerado um ajuste ideal dos dados na regresséo linear. A
sensibilidade, que é um parametro que traduz a variacdo da resposta em funcao da
concentracdo da substancia a analisar, pode ser expressa pela inclinacdo da curva de
regressao linear de calibracao (declive), que depende da natureza da substancia a analisar e
da técnica de deteccao utilizada. Do estudo da linearidade define-se o intervalo dinamico do
método, que corresponde ao intervalo de concentracdes das solucées padrdao de calibracdo
onde o sinal mostra dependéncia linear, estando também dependente dos limites de deteccao
e quantificacdo, bem como, dos niveis de concentracao da substancia a analisar nas amostras.
O limite superior do intervalo dinamico, em geral, é o limite da linearidade que depende do
sistema de resposta do equipamento de medicao mas, que pode ser também definido em
funcao dos niveis de concentracdo da substancia a analisar nas amostras. A quantificacdo do
composto a analisar pode ser obtida através dos seguintes métodos de calibracao: i) padroes
externos; ii) padrao interno; iii) sobreposicao da matriz; iv) adicao de padrao (RIBANI et al.,
2004; EMER e MILLER, 2005).

i) Calibracao com padroes externos.

No método de calibracao com padrées externos prepara-se uma série de solucoes padrao da
substancia a ser analisada com diferentes concentracdes; os cromatogramas das solucoes

padrao sao obtidos e as areas dos picos sao relacionadas, numa representacao grafica, com as
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concentracdes da substancia e, por regressao linear, traduzidas por uma equacao de recta. A
area do pico da substancia a ser analisada na amostra é, posteriormente, comparada com os
resultados das solucdes padrao de calibracdo para determinacao da concentracao. Este
método é sensivel a erros de preparacdo e de injeccao das solucoes (RIBANI et al., 2004;
EMER e MILLER, 2005).

ii) Calibracao com padrao interno.

0 método de calibracdo com padrao interno consiste na preparacao das solucdes padrdo da
substancia a analisar em diversas concentracbes conhecidas, as quais se adiciona um
composto denominado padrao interno de concentracao constante, o qual nao existe na
amostra. Apds analise destas solugcdes, constroi-se um grafico, relacionando a razdo de areas
(area da substancia/ area do padrdo interno) em funcdao da concentracdo da substancia. A
amostra também se adiciona a mesma quantidade de padrao interno. Apods analise da amostra
diluida, através da razdo de areas obtidas no cromatograma obtém-se a concentracao da
substancia na amostra. O padrdo interno deve ser um composto similar a substancia a ser
quantificada, nao reagir com a substancia ou outra espécie da matriz, nao fazer parte da
amostra e, na analise por HPLC, ter um tempo de retencao que permita estar separada e com
boa resolucdo, de todas as outras substancias presentes na amostra (RIBANI et al., 2004; EMER
e MILLER, 2005).

iii) Calibracao com sobreposicao de matriz.

0 método de sobreposicao de matriz consiste na adicao do padrao da substancia a analisar em
diversas concentracées a uma matriz semelhante a da amostra ou mesmo em matriz da
amostra isenta da substancia a analisar. O grafico de calibracao relaciona as areas dos picos
obtidas com as concentragdes dos padroes da substancia. O método de sobreposicdo da matriz
pode ser utilizado em simultaneo com o método de calibracdo de padroes externos ou de
padrdo interno. Este método é usado para compensar o efeito da matriz ou de possiveis
interferéncias no método analitico mas, também de grande importancia quando a matriz da
amostra pode interferir no desempenho de passos experimentais, como por exemplo, pré-
concentracao, extraccao e separacao. Na analise de amostras, nas quais pode ocorrer o efeito
da matriz e nao se tem disponivel uma matriz isenta da substancia a analisar para utilizar o
método de sobreposicdo da matriz, deve-se utilizar o método de calibracdo por adicao de
padrao (RIBANI et al., 2004; EMER e MILLER, 2005).

iv) Calibracao por adicao padrao.

0 método de calibracdo por adicao de padrao consiste na preparacao de solucées de mistura
de uma solucao padrédo da substancia a analisar em diversas concentracoes e da amostra, em
quantidades constantes. Estas amostras com adicao de padrao sao utilizadas para a obtencao
dos cromatogramas. Constrdi-se uma curva analitica relacionando as areas dos picos da
substancia em funcdo das quantidades da substancia adicionada a amostra (padrao). O ponto

onde a recta corta o eixo das ordenadas corresponde a area do pico da substancia que esta a
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ser determinada, sem qualquer adicao do padrao. O método de adicao padrao é trabalhoso,
mas importante quando a amostra € muito complexa, quando as interaccées com a matriz sao
significativas e quando houver dificuldade de encontrar um padrao interno adequado ou uma
matriz isenta da substancia de interesse. Este método é usado como recurso final quando nao
se pode usar o método de calibracdo com padrdes externos e padrao interno (usados quando
nao se suspeita que a matriz da amostra cause erros sistematicos) e o método de calibracao
com sobreposicao da matriz (usado para compensar o efeito da matriz). Globalmente, os
métodos de quantificacdo devem ser seleccionados de forma a fornecer a melhor exatidao e
precisao possivel (RIBANI et al., 2004; EMER e MILLER, 2005).

2.7.3.Limite de deteccao (LD)

O limite de deteccdao é a concentracdo minima da substancia a analisar que pode ser
detectada pelo método com precisao e exatidao adequadas e pode ser calculado baseado em
parametros da curva analitica. A expressdo seguinte permite determinar o limite de

deteccao:

LD =33x (%) (7)

3

m
onde: s é o desvio padrdo da resposta, que pode ser o desvio padrao do branco, da ordenada
da origem da equacao da recta ou da equacao da recta da regressao linear; m é o declive ou
coeficiente angular da curva analitica. Estes dados sao obtidos da curva de calibracao usando
solucdes padrao de calibragdo com matriz semelhante ou igual as das amostras e com

concentracdes da substancia a analisar proximas do limite de deteccao (RIBANI et al., 2004).

Aceita-se geralmente como LD a concentracdo que gera um sinal trés vezes maior que o ruido
do sistema ou que produza um sinal igual a 3s, em que s é o desvio padrao do ruido medido
utilizando-se o branco. E possivel ainda determinar o LD pelo método visual e pelo método

utilizado em parametros da curva analitica (LANCAS, 2004).
2.7.4. Limite de quantificacao (LQ)

O limite de quantificacdo € a menor concentracdo da substancia a analisar que pode ser
determinada com um nivel aceitavel de precisdao e exatidao. O LQ é calculado usando os

mesmos parametros definidos no calculo do limite de deteccao:

LQ=10x () (8)

s

m
Este limite, apos ter sido determinado, deve ser testado para averiguar se a exatidao e
precisdo obtidas sao satisfatorias (RIBANI et al., 2004; EMER e MILLER, 2005).

Observa-se também que tanto o LD e o LQ sao influenciados diretamente pelas condicoes
cromatograficas, devendo entao ser asseguradas, através da conformidade do sistema, as
melhores condicoes cromatograficas possiveis e também qualidade e tempo de uso da coluna
cromatografica (RIBANI et al., 2004; LANCAS, 2004).
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2.7.5. Precisao

A precisédo avalia a dispersao de resultados de uma série de medicoes repetidas a uma mesma
amostra, a amostras semelhantes ou a uma solucdo padrdo, em condicdes definidas. E
normalmente avaliada usando o valor do desvio padrao relativo (DPR%, também conhecido
como coeficiente de variacdo, CV%), em circunstancias especificas de medicdo, como a

repetibilidade, a precisao intermédia e a reprodutibilidade.
DPR(%) = (%) x 100 )

onde, s é o desvio padrdo absoluto e x é a média aritmética das medicdes. Normalmente,
métodos que determinam substancias em macro quantidades requerem um DPR% de 1 a 2%.
Em métodos de analise de quantidades residuais, aceitam-se DPR% até 20%, dependendo da
complexidade da amostra (RIBANI et al., 2004). Os critérios experimentais usados na
avaliacao da precisao sdo a seguir referidos para: i) repetibilidade; ii) precisao intermédia; iii)
reprodutibilidade (RIBANI et al., 2004).

i) Repetibilidade.

A repetibilidade avalia a dispersao dos resultados de medicdes sucessivas usando o mesmo
método sob as mesmas condicoes de medicao, ou seja, usando o mesmo procedimento, com o
mesmo técnico e equipamento analitico e usando as mesmas condicbes experimentais do
mesmo laboratorio. As repeticdes devem ser realizadas num curto intervalo de tempo. Para o
estudo da repetibilidade, o Instituto Nacional de Metrologia e Qualidade Industrial do Brasil
(INMETRO) recomenda sete ou mais repeticoes para o calculo da estimativa do desvio padréo,
enquanto que a “International Conference on Harmonisation” (ICH) e ANVISA sugerem que a
repetibilidade seja verificada a partir de um minimo de nove determinagdes para trés niveis
de concentracdes (trés repeticoes cada) ou a partir de um minimo de seis determinagdes a
uma concentracao proxima do valor esperado (RIBANI et al., 2004; EMER e MILLER, 2005).

ii) Precisdo intermédia.

A precisao intermédia é reconhecida como a mais representativa da variabilidade dos
resultados num laboratdrio. Avalia o efeito das variacdes dentro do laboratoério associadas a
medicoes em diferentes dias ou com diferentes analistas ou com diferentes equipamentos ou
com uma combinacédo destes factores. Para determinar a precisao intermédia de um método,
efectuam-se “n” medicoes de uma solucdo amostra e padroes, de varios niveis de
concentracao, em varios dias (de acordo com o nimero de ensaios descritos na medicdo da
repetibilidade). A precisao intermédia é também avaliada através do valor do desvio padrao
relativo (DPR%) dos resultados das analises repetidas nas condicdes acima referidas (RIBANI et

al., 2004; EMER e MILLER, 2005).

iii) Reprodutibilidade.
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A reprodutibilidade mede a precisao entre laboratérios, como nos estudos de colaboracdo
entre laboratdrios, e deve ser considerada em situacbes como a padronizacdo de
procedimentos analiticos. Para validar esta caracteristica experimental, estudos semelhantes
devem ser efectuados em laboratérios diferentes usando o mesmo lote da amostra
homogénea e 0 mesmo desenho experimental para a validacado do mesmo método analitico.
Este estudo corresponde ao grau de concordancia entre os resultados das medicoes de uma
mesma amostra efectuadas sob diferentes condicoes (por exemplo, diferentes técnicos,
laboratérios, equipamentos, etc.) (RIBANI et al., 2004).

2.7.6. Exatidao

A exatidao averigua a proximidade entre o resultado de um ensaio e o seu valor de referéncia
aceite como verdadeiro. A exatidao, quando aplicada a uma série de resultados de ensaio,
esta dependente de erros sistematicos. A ICH recomenda avaliar a exatiddo com um minimo
de nove determinagdes e contendo no minimo trés niveis de concentracdo definidos de forma
a abranger um intervalo estabelecido. Os processos mais utilizados para avaliar a exatidao de
um meétodo sdo: i) amostras de referéncia; ii) comparacdo de métodos; iii) ensaios de
recuperacao; iv) adicao padrao (RIBANI et al., 2004; EMER e MILLER, 2005).

i) Amostras de referéncia certificadas.

As amostras de referéncia sao adquiridas com um certificado que possui o valor de
concentracao de uma dada substancia e uma incerteza associada. Os materiais de referéncia
certificados sao fornecidos por organismos reconhecidos e confiaveis. Os valores obtidos pelo
laboratério (a média e a estimativa do desvio padrao de uma série de repeticoes da analise a
substancia de interesse) a amostra padrdao devem ser comparados com os valores certificados
do material de referéncia, para verificar a exatidao do método (RIBANI et al., 2004; EMER e
MILLER, 2005).

ii) Comparacao de métodos.

A comparacao de métodos tem como objectivo, comparar resultados obtidos utilizando o
método em desenvolvimento e os resultados adquiridos através de um método de referéncia.
O grau de proximidade entre os resultados obtidos pelos dois métodos é avaliado pela
exatidao do método testado em relacdo ao de referéncia. As analises sdao efectuadas
utilizando os dois métodos (0 método em desenvolvimento e o método de referéncia), sobre
as mesmas amostras com repeticées, num intervalo de concentracdes em que se pretende
validar o método (RIBANI et al., 2004; EMER e MILLER, 2005).

iii) Ensaios de recuperacao.

A recuperacao (ou factor de recuperacao) é definida como a relacdo da quantidade da
substancia a analisar que é extraida e passivel de ser quantificada em funcdo da quantidade
presente ou adicionada (valor conhecido). No processo de adicao, em geral, usa-se uma

solucado padrdo da substancia a analisar que é adicionada a matriz similar a amostra (branco)
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isenta da substancia ou a amostra (fortificacdo, incorporacao, termos provenientes do inglés
“spiking”). Pelo facto de outros componentes da matriz poderem interferir na separacao,
deteccdo ou na quantificacdo da substancia, efeitos dos componentes da matriz devem ser
estudados. Dois pontos a ter em consideracao neste procedimento de recuperacao sao que a
substancia adicionada ndo esta, necessariamente, na mesma forma que a presente na
amostra e € importante considerar que a eficiéncia do método varia em funcdo da
concentracao da substancia. Por este motivo, a recuperacao deve ser avaliada no intervalo de
concentracbes esperado para a substancia a analisar nas amostras. Este estudo pode ser
realizado a trés niveis de concentracédo por adicdo da substancia padrdo: proximo do limite de
quantificacdo, préximo da concentracdo média e proximo da concentracdo maxima do

intervalo dindmico usado no método analitico.

A recuperacao é calculada utilizando a seguinte expressao:

. c1-c2
Recuperacdo(%) = ( o

X 100 (10)
)

onde:

C1 = concentracao determinada na amostra adicionada,

C2 = concentracao determinada na amostra nao adicionada,
C3 = concentracao adicionada.

Os intervalos aceitaveis de recuperacao para analise de residuos geralmente estdo entre 70 e
120%, com desvio padrao relativo até 20%. Porém, dependendo da complexidade do método
analitico e da matriz da amostra, este valor pode ser de 50 a 120%, com desvio padréo
relativo até 15% (RIBANI et al., 2004).

iv) Adicao de padrao.

Quando for dificil ou impossivel preparar um branco da matriz sem a substancia a analisar,
deve-se usar o método de calibracao por adicdo de padrao. A descricdo deste método ja foi
referida no estudo da linearidade no ponto iv) Calibracao por adicao padrao (RIBANI et al.,
2004; EMER e MILLER, 2005).

2.7.7.Robustez

A robustez de um método analitico € a medida da capacidade do método em se manter
inalteravel no seu desempenho analitico face a pequenas variacdes nos seus parametros
experimentais. Ou seja, um método diz-se robusto se for praticamente insensivel a pequenas
variacdes que possam ocorrer quando este esta a ser executado. A robustez de um método
cromatografico € avaliada, por exemplo, pela variacdo de parametros como a concentracao
do solvente organico, pH e forca idnica da fase moével em HPLC, programacao da
temperatura, natureza do gas de arraste em GC, bem como o tempo de extraccdo, agitacao,

etc. As mudancas introduzidas neste estudo reflectem as possiveis alteracoes que podem
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ocorrer quando um método ¢é transferido para outros laboratorios, analistas ou equipamentos
(RIBANI et al., 2004; EMER e MILLER, 2005).
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Capitulo 3 - Parte Experimental
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Capitulo 3 - Parte Experimental

3.1. Reagentes

Todos os reagentes utilizados na parte experimental foram de grau analitico e todos os

solventes foram de grau HPLC.

O etanol e o metanol utilizado para a preparacao das solucdes padrao foram de grau P.A. da

marca Panreac e Aldrich, respectivamente.

Na composicao da fase movel foi utilizado metanol, grau de pureza cromatografico (VWR),
agua ultrapura obtida por sistema de osmose reversa e filtrada em membranas de
ultrafiltracdo de 0,45pm (sistema Milli-Q®), e acido fosférico, grau de pureza cromatografico
(ALDRICH). A fase movel é filtrada através de uma membrana de 0,45 pm e desgaseificada por

ultra-sons durante 10 minutos antes do seu uso.

3.2. Padrdes cromatograficos

Os padroes cromatograficos seleccionados para este trabalho foram a Vanilina e o 3,4-
dihidroxibenzaldeido. As caracteristicas principais destes compostos estdao representadas na

tabela seguinte:

Tabela 8 - Caracteristicas principais dos padroes cromatograficos.

i Composto
Caracteristicas
Vanilina 3,4-dihidroxibenzaldeido
Marca Merck Aldrich
Formula Quimica CgHs0; C;H0;
Estrutura Quimica HO HO
H H
H3CO HO
o o)
Peso Molecular 152,14 g/mol 138,12 g/mol
Grau de pureza >99% >97%
Aspecto P6 de cor beige

61



Determinacao de compostos fenoélicos por HPLC

As solucdes stock de vanilina e de 3,4-dihidroxibenzaldeido sdao preparadas com uma
concentracao de 50 ppm, dissolvendo 5 mg de composto em 100 mL de agua e metanol numa

proporcao 45:55 (v/v), respectivamente.

As solucdes padrao de vanilina e de 3,4-dihidroxibenzaldeido sdo preparadas por diluicao
adequada da solucao stock, compreendendo uma gama de concentracoes de 1 a 6 ppm.

Posteriormente sao filtradas, por um filtro de 0,45 ym, e armazenadas em frascos escuros.

3.3. Amostras

A amostra utilizada na determinacdo de compostos fendlicos por HPLC foi o concentrado
obtido através de nanofiltracao do efluente produzido na etapa inicial do processamento da
cortica destinada a remocao de contaminantes, designada como “cozimento”. A membrana
utilizada foi a NF99 produzida pela DSS (Dinamarca), cuja selectividade pode ser
caracterizada através do coeficiente de exclusdao molecular entre 150-300 Da (ou seja,
potencialmente todos os solutos com MM superior a este intervalo serdao rejeitados numa
percentagem entre 90 e 95%. O concentrado obtido corresponde a uma factor de
concentracao de 4,75 vezes, pois dos 38 litros de efluente processado obtiveram-se 30 | de

permeado e 8 de concentrado.

3.4. Equipamentos

e Aparelho cromatografico (Figura 20): Sistema LaChrom Elite® da VWR-
Hitachi constituido por uma bomba de duplo pistdo modelo L-213, um Detector de
fotodiodos modelo L-2455, um forno de colunas modelo L-2300, um injector de loop

20 pL e Software EZChrom Elite para aquisicao e processamento dos dados.
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Figura 20 - Componentes de um sistema cromatografico: (A) Fase movel; (B) Bomba; (C) Injector; (D)
Detector de fotodiodos; (E) Forno contendo a coluna cromatografica; (F) Computador para aquisicao e

processamento de dados.

Coluna (Figura 21): coluna analitica de fase reversa LiChrospher® RP-18, 5um (250 x 4mm);

Os LiChrospher® RP-18 sao cartuchos de silica gel em esferas com propriedades de fase

inversa. Estao indicados para a separacao de compostos alcalinos neutros, acidos e fracos.
Pré-coluna: Purospher® STAR RP-18 endcapped

Os LiChrospher® RP-18 sdo cartuchos de silica gel em esferas com propriedades de fase

inversa. Estao indicados para a separacao de compostos alcalinos neutros, acidos e fracos.
Purospher® STAR RP-18 endcapped

As colunas HPLC Purospher® STAR RP-18 endcapped sao de utilizacdo universal. Nao importa
se as suas amostras sao quelantes basicos, neutros, metalicos ou de outro formato. A coluna
Purospher® STAR RP-18 endcapped apresenta estabilidade e permite a maxima flexibilidade
no desenvolvimento de métodos. Os métodos de robustez podem ser desenvolvidos em todo o
espectro de pH desde 1,5 a 10,5, possibilitando, assim, a utilizacao da gama completa de

temperaturas e fases moveis.

e Elevada eficacia de separacio;
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e Robustez imbativel e excelente estabilidade do pH;

e Para resultados totalmente reprodutiveis;

e Trabalhar com amostras de todo o tipo sem registo de picos;
¢ Gama de aplicacoes extremamente vasta;

e Vida longa da coluna.

Figura 21 - Componente de um sistema cromatografico: Coluna.

O detector de fotodiodos ("diode array") L-2455 (Figura 22)

Detector de fotodiodos (‘"diode array") extremamente sensivel, com elevada resolucédo

espectral e ampla gama de comprimentos de onda.

Principio de funcionamento: fotometro de feixe Unico com monocromador gradeado e
detectores de fotodiodos ("diode array") com 1024 diodos.

Fontes de luz: lampada de deutério e tungsténio, bem como lampada de mercurio
integrada para calibracao dos comprimentos de onda;

Comprimento de onda: 190 a 900 nm;

Controlo e processamento de dados 3-D através do EZChrom Elite.
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Figura 22 - Componente de um sistema cromatografico: Detector de fotodiodos.

Forno de colunas L-2300 (Figura 23):

Forno de colunas de elevado desempenho com funcdes de aquecimento e arrefecimento,
excelente estabilidade térmica e rapida regulacdo da temperatura. Principio de
funcionamento: aquecimento Peltier com conveccdo mecanica.

Gama de temperaturas: temperatura ambiente -15 a +65 °C;

Capacidade: 3 colunas (max. 250-10 mm);

Zona de pré-aquecimento do eluente;

Controlo através do EZChrom Elite.

Figura 23 - Componente de um sistema cromatografico: Forno de colunas.
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A bomba L-2130 (Figura 24):

Bomba de duplo pistdao, controlada por microprocessador e configurada de série com elevada
constancia de fluxo e controlo integrado da fiabilidade. Especialmente indicada para
aplicacoes semimicro (2 mm d.i.) e para aplicacdoes que vao desde as colunas de diametro
normal até a cromatografia com fluxos elevados.

Fluxo: 0,001-10 ml/min;

Pressdao maxima: 400 bar (5 ml/min), 200 bar (5-10 ml/min);

Controlo através do EZChrom Elite, de outros sistemas de dados de cromatografia ou do
display opcional;

Possibilidade de trabalhar em gradiente com a aquisicdo dos acessorios de gradiente
quaternario.

RS vitacy Loa00 Launrom

Figura 24 - Componente de um sistema cromatografico: Bomba.

e Sistema SPE da SUPELCO: Sistema constituido por um distribuidor de vacuo de 12
portas Visiprep” (Figura 25), uma bomba de vacuo KNF Laboport” (Figura 26), uma
fonte de vacuo (Figura 27) e tubos SPE de 3 mL com enchimento de DPA-6S Discovery®
(Figura 28).
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Figura 25- Distribuidor de vacuo, modelo de 12 portas.

Figura 26 - Bomba de vacuo.
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Figura 27 - Fonte de vacuo - frasco de polipropileno, uma rolha de borracha com um buraco, e duas

mangueiras de vacuo de borracha.

Figura 28 - Tubo SPE de 3 mL com enchimento DPA-6S.

e Banho de Ultra-sons, FUNGILAB;

e Balanca analitica, Delta Range® modelo METTLER AE 260;

e pHmetro, Metrohm modelo 827 pH lab;

e Evaporador rotativo, BUCHI modelo rotavapor R-114 e waterbath B-480.
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3.5. Material

Baloes volumétricos de 10mL, 100mL e 1000mL;

Proveta de 1000mL para a preparacao da fase mdvel;

Micropipetas de 20, 1000 e 5000 pL, Eppendorf Research®;

Seringa MicroLiter® # 710 100 pL, HAMILTON;

Seringa 5 mL, HSW Soft-Ject®;

Filtros de seringa 25 mm - membrana de polipropileno 0,45um, VWR®;
Frascos de vidro ambar de 15 mL, SUPELCO.

Y V V V V V V

3.6. Método

v' Condi¢oes cromatograficas

Utilizou-se a metodologia de analise de HPLC pelo método de eluicdo por gradiente com
coluna de fase reversa Cyg 5um (250 x 4mm) a temperatura de 25°C, com um fluxo de eluicao
de 1mL min” e numa faixa de comprimento de onda de 200 a 400nm. O inicio da validacdo
analitica ocorreu com a injeccao de 20 pL dos padrées com uma concentracdo de 30 ppm
(diluido em agua - etanol, 45:55 (v/v)), a fim de definir o comprimento de onda de absorcédo
maximo e o tempo de retencdo para cada composto. De seguida, foi efectuada a injeccao de
20 pL de uma mistura dos dois padrdées, com uma concentracao de 50ppm de cada composto,

de modo a verificar a separacao destes.

Apos o conhecimento da intensidade de resposta para cada composto e o aspecto do seu pico,
iniciou-se o ajuste no gradiente da fase mdvel, para que fossem obtidas as melhores
condicées do fluxo de solvente, temperatura do forno, tempo de retencao, resolucao dos

picos e duracdo da corrida cromatografica.

A separacao cromatografica utilizou como fases méveis as misturas A: acido fosforico 0,01M e
B: agua - metanol - acido fosforico 0,01M (70:28:2 (v/v)) a uma temperatura de 25°C, usando
o seguinte programa de gradiente: gradiente linear de 0% a 40% de B em 3 minutos, gradiente
linear de 40% a 60% de B em 22 minutos, 60% de B isocratico em 18 minutos, gradiente linear
de 60% a 80% de B em 12 minutos e por fim 80% de B isocratico em 5 minutos, este pode se
facilmente visualizado na tabela 9. A coluna no fim foi equilibrada durante 10 minutos com a

fase movel inicial (A) ficando preparada para a proxima injeccao.
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Tabela 9 - Gradiente da fase movel utilizado no sistema cromatografico para a determinacéo de Vanilina

e 3,4-dihidroxibenzaldeido.

Tempo (min) Percentagem de solvente (%)
Solvente A Solvente B
0 100 0
3 60 40
25 40 60
43 40 60
55 20 80
60 20 80

v' Extraccdo em Fase solida - Amostra

O condicionamento dos cartuxos de SPE de fase reversa C;g foi realizado com 5 mL de
metanol. Equilibra-se o cartucho pela passagem de 10 mL de agua Milli-Q. Ajusta-se o pH da
amostra em 2 e forca-se a amostra a percolar através do cartucho (12mL), com auxilio de
uma bomba de vacuo. A extraccao dos compostos fendlicos foi realizada pela passagem de 12
mL de acetonitrilo. Com os extractos recolhidos, foram evaporados a secura utilizando o
evaporador rotativo, com pressao reduzida e uma temperatura que nao excedeu os 35°C.
Posteriormente ressuspendeu-se o residuo com volume total de 0,5 mL de metanol e 0,5 mL

de agua Milli-Q e injectados 20 pL, em triplicado, no sistema de HPLC.

Os espectros dos padroes sao utilizados para para confirmar a identidade dos analitos na

amostra, comparando-se assim o espectro obtido com os espectros dos padroes.

3.7. Validacao do método

3.7.1.Selectividade

A selectividade avaliou-se comparando as analises das injeccoes da fase mdvel da HPLC e das
solucdes padrdao de vanilina e 3,4-dihidroxibenzaldeido para comprovar a inexisténcia de
interferentes. Com este estudo pretende-se verificar se nenhum interferente tem eluicao no
tempo de retencao da substancia de interesse, que devera estar bem separada dos restantes

compostos da amostra.

A manutencao da linha base no tempo de retencdo dos compostos € uma comprovacao que

nao ha interferentes.
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3.7.2. Linearidade

A determinacdo da linearidade foi efetuada através da construcao da curva de calibracao com
solucdes padrao de vanilina e 3,4-dihidroxibenzaldeido de diversas concentracées: 1, 2, 3, 4,
5 e 6 ppm para a vanilina e 1, 2, 3, 4 e 5 ppm para o 3,4-dihidroxibenzaldeido. As solucoes
foram obtidas a partir da retirada de aliquotas de amostra da solucdo stock (50 ppm) dos
compostos e diluidas com agua e metanol numa proporcao 45:55 (v/v), respectivamente, de

modo a atingir as concentracdes desejadas.

Cada solucdo foi aplicada no sistema cromatografico em quadruplicado e as curvas de
calibracao foram construidas a partir das médias das areas absolutas dos picos das quatro

curvas que foram preparadas em quatro dias diferentes versus concentracao.

A linearidade do método proposto foi avaliada usando o coeficiente de lineraridade (R?) da

curva de calibracao.

3.7.3. Precisao

A precisao foi avaliada pela dispersao de resultados entre ensaios repetidos de uma solucao
amostra em 6 réplicas no mesmo dia (intra-ensaio) e entre as 3 réplicas de solucdes amostras

preparadas em 3 dias alternados (inter-ensaio).
Precisao intra-dia

Preparou-se seis solucdes padrao de vanilina e outras seis solucoes padrao de 3,4-

dihidroxibenzaldeido, com uma concentracao de 3 ppm.

Para cada uma das seis amostras, foi calculada a concentracao experimental, calculando a

média do dia e o desvio padrao obtém-se um coeficiente de variacdo percentual.
Precisao inter-dia

Foram preparadas trés solucdes padrao de vanilina e outras trés solucdes padrao de 3,4-
dihidroxibenzaldeido por dia, durante trés dias, e o resultado das trés amostras diarias sao

comparadas com a média do dia.

3.7.4. Exatidao

A avaliacao da exatidao do método proposto foi baseada em teste de recuperacao realizado
com na amostra. O teste de recuperacao consistiu na adicao de quantidades conhecidas de
solucdo padrdao em aliquotas de amostras conforme mostra a tabela 10 e 11, seguida da

analise em triplicado pelo método proposto.
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Tabela 10 - Recuperacao da solucao padrao de vanilina adicionada a amostra.

Concentracéo (ppm) Recuperacéo (%)
Amostra Adicionado Total Encontrado
(média n=3)
Solucao 1 2,51 1 3,51
Solucao 2 2,51 2 4,51
Solucao 3 2,51 3 5,51

Tabela 11 - Recuperacao da solucao padrao de 3,4-dihidroxibenzaldeido adicionada a amostra.

Concentracdo (ppm) Recuperacdo
Amostra Adicionado Total Encontrado *)
(média n=3)
Solugao 1 1,93 1 2,93
Solucao 2 1,93 2 3,93
Solugao 3 1,93 3 4,93

E feita a analise comparativa do percentual obtido das médias (n=3) das trés amostras
experimentais com o da amostra padrao teodrica. O referido parametro foi determinado pela
média obtidas nas trés concentracbes correlacionadas a 100%, obtendo um coeficiente de
variacao também calculado.

O percentual de recuperacao (%R) foi calculado, conforme a equacao 10.

(Ca—Cna)

%R = &

x 100 (10)

Onde:
C, = Concentracao de composto encontrado na amostra adicionada de padrao;
Cha = Concentracao de composto encontrado na amostra nao adicionada de padrao;

C, = Concentrac¢ao de padrao.

3.7.5.Robustez

A robustez foi avaliada por alteracdo do caudal para 0,8 e 1,2 mL min", modificacdo da
temperatura da coluna para 30 e 35°C, foram também através de modificacdes na
composicao da fase movel inicial A: acido fosforico 0,01M e B: agua - metanol - acido
fosforico 0,01M (70:28:2 (v/v)) com programa de gradiente. Relativamente a modificacdo na

composicao da fase movel, foi testada a seguinte:

A: agua - acido fosforico 0,01M (99:1 (v/v)) e B: ACN - acido fosférico 0,01M (99:1 (v/v)), com

o programa de gradiente indicado na tabela seguinte.
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Tabela 12 - Gradiente da fase movel utilizado no sistema cromatografico para a determinacgao de
Vanilina e 3,4-dihidroxibenzaldeido, na avaliacdo do parametro de robustez.

Tempo (min) Solvente A (%) Solvente B (%)
0 96 4
55 84 16
70 82 18
90 80 20
120 80 20

Todos os resultados obtidos a partir destas alteracées nas condicées cromatograficas foram

comparados com resultados de analises obtidos em condicdes normais.

3.7.6.Determinacao do limite de deteccao (LD) e limite de quantificacdo
(LQ)

O Limite de deteccdo e o limite de quantificacao foram calculados usando-se as equacodes (7)

e (8) respectivamente:
LD=33x() ()
LQ = 10 x (i) (8)

Onde s é o desvio padrao da curva e m é o coeficiente angular da curva analitica.
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Capitulo 4 - Analise de Resultados
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Capitulo 4 - Analise de Resultados

4.1. Determinacdao do comprimento de onda de maxima

absorcao de cada composto

Inicialmente pesquisas bibliograficas foram realizadas para a obtencao de informacdes sobre
métodos ja desenvolvidos. Trabalhos anteriores relataram a utilizacdo de comprimentos de
onda de 280 nm, que poderia ser utilizado como parametro inicial para o desenvolvimento do

método cromatografico.

Na figura 33 sao apresentados os espectros de absorcao na regiao do UV e o comprimento de
onda de absorcao maximo, respectivamente, obtidos na faixa de 200 a 400 nm para os
compostos estudados (vanilina e 3,4-dihidroxibanzaldeido), utilizando para tal fim um
detector por arranjo de diodos. Confirmando-se assim o comprimento de onda seleccionado

para o desenvolvimento do estudo.

Os espectros de absorcao obtidos no HPLC-DAD para solucées padrao individuais dos
compostos (vanilina e 3,4-dihidroxibanzaldeido) na concentracao de 30 ppm foram utilizados
para se obter o comprimento de onda maximo de cada composto e também para confirmar a
identidade dos analitos na amostra, comparando-se assim o espectro obtido com os espectros

dos padroes.

Com base nos espectros, foram escolhidos os comprimentos de onda maximo para cada
composto, os quais foram monitorizados em casa analise. A melhor absorcao para ambos os

compostos foi detectada em 280 nm, como mostra na figura 29.
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Figura 29 - Espectros de absorcao, de 200 a 400 nm, obtidos por HPLC-DAD para os padroes: (A) Vanilina

e (B) 3,4-dihidroxibenzaldeido, com uma concentracao de 30 ppm.
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Durante o desenvolvimento do método de quantificacdo por HPLC, varias condicdes foram
testadas até ser determinada uma que pudesse quantificar a vanilina e o 3,4-

dihidroxibenzaldeido e amostras em condicdes vantajosas, com precisdo e exatidao.

Parametros como composicao da fase movel, caudal da fase movel e concentracdo das

solucdes padrao foram analisados através de testes com diversas condicdes de analise.

4.2. Escolha da fase movel, caudal e temperatura do forno

Varias fases moveis foram testadas em diferentes proporcoes tais como:

1. A: agua - acido fosférico 0,01M (99:1 (v/v)) e B: ACN - acido fosférico 0,01M (99:1

(v/v)), com o programa de gradiente indicado na tabela seguinte.

Tabela 13 - Gradiente da fase movel utilizado no sistema cromatografico para a determinacao de
Vanilina e 3,4-dihidroxibenzaldeido, na avaliacdo do parametro de robustez.

Percentagem de solvente (%)
Tempo (min)
Solvente A Solvente B
0 96 4
55 84 16
70 82 18
90 80 20
120 80 20

2. A: acido fosforico 0,01M e B: agua - metanol - acido fosforico 0,01M (70:28:2 (v/V)),

com o programa de gradiente indicado na tabela seguinte.

Tabela 14 - Gradiente da fase movel utilizado no sistema cromatografico para a determinacao de

Vanilina e 3,4-dihidroxibenzaldeido.

. Percentagem de solvente (%)
Tempo (min) Solvente A Solvente B
0 100 0
3 60 40
25 40 60
43 40 60
55 20 80
60 20 80
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Fez-se também testes de variacdo da temperatura da coluna (25 a 35 °C) e caudal (0,8 a 1,2

ml min™).

Apds os testes experimentais, entre as composicoes apresentadas, optou-se por utilizar A:
acido fosférico 0,01M e B: agua - metanol - acido fosforico 0,01M (70:28:2 (v/v)), como fase
movel, o que proporcionou boa resolucdo dos picos, melhor separacdo dos analitos, menos
interferéncias e rapidez na analise (tempo de corrida igual a 17 minutos), com tempo de
retencao da vanilina de 15,59 minutos e com tempo de retencao do 3,4-dihidroxibenzaldeido
de 9,47 minutos. Dos cromatogramas analisados, a aplicacao da temperatura do forno a 25°C

€ a melhor opcéo para a analise, pois verifica-se melhor resolucao dos picos.

Os fluxos muito baixos (0,6 mL min), o tempo de analise torna-se excessivo. Com maiores
valores de fluxo (1,2 mL min™') a pressao do sistema torna-se grande e os compostos comecam
a eluir rapidamente, coeluindo com as interferéncias inicias. Entdo, conclui-se que o melhor
fluxo a ser utilizado é de 1 mL min” pois permite melhores separacées dos compostos a

pressao e tempo de analise mais baixos.

As melhores condicbes cromatograficas obtidas para a separacdo e deteccdao dos compostos

estudados estao demonstrados na tabela 15.

Tabela 15 - Condicoes cromatograficas utilizadas para a quantificacdo dos compostos por HPLC-DAD.

Merck C18 (250 x 4mm, 5um)
Coluna acoplada a uma coluna de
guarda Merck (4 x 4mm, 5pm)

Tipo de eluicao Gradiente
(A) acido fosforico 0,01M; (B)
Fase movel agua-metanol-acido fosforico
Vanilina (70:28:2)
Fluxo da fase mével 1 mL min”
Deteccao 280 nm
Volume de injeccao 20pL
Tempo da corrida 17 minutos
Temperatura do forno 25°C
Merck C18 (250 x 4mm, 5pm)
Coluna acoplada a uma coluna de
guarda Merck (4 x 4mm, 5um)
Tipo de eluicao Gradiente
(A) acido fosforico 0,01M; (B)
Fase movel agua-metanol-acido fosforico
3,4-dihidroxibenzaldeido (70:28:2)
Fluxo da fase mével 1 mL min”
Deteccao 280 nm
Volume de injeccao 20uL
Tempo da corrida 11 minutos
Temperatura do forno 25°C
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4.3. Determinacdo do tempo de retencao de cada composto

Os picos e os respectivos compostos (vanilina e 3,4-dihidroxibenzaldeido) foram identificados
injectando, separadamente, no sistema sob as mesmas condices e observando o tempo de
retencao, como € mostrado nas figuras 30 e 31 para a Vanilina, nas figuras 32 e 33 para o 3,4-

dihidroxibenzaldeido e na tabela 16.
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Figura 30 - Cromatograma tipico de uma solucao padrao de vanilina com uma concentracao de 30 ppm,

mostrando o tempo de retencao do composto (tg =15,59 minutos).
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Figura 31 - Cromatograma 3D tipico de uma solucdo padrao de vanilina com uma concentragao de 30
ppm, demonstrando o tempo de retencao do composto (tg =15,59 minutos), o comprimento de onda de

absorcao maximo (Ans=280 nm) e a intensidade do pico.
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Figura 32 - Cromatograma tipico de uma solucdo padrao de 3,4-dihidroxibenzaldeido com uma

concentracao de 30 ppm, mostrando o tempo de retencao do composto (tg = 9,47 minutos).
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Figura 33 - Cromatograma 3D tipico de uma solucdo padrao de 3,4-dihidroxibenzaldeido com uma
concentracao de 30 ppm, demonstrando o tempo de retencao do composto (tg =9,47 minutos), o

comprimento de onda de absorcdo maximo (Ansx =280 nm) e a intensidade do pico.

Tabela 16 - Tempos de retencao obtidos por HPLC para os padrées de vanilina e 3,4-

dihidroxibenzaldeido com concentracao de 30 ppm.

Composto Tempo de retengdo (min)
Vanilina 15,59
3,4-dihidroxibenzaldeido 9,47
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Com estas condicoes, o perfil de um cromatograma tipico de separacao dos dois compostos

pode ser observado na figura 34, obtido com a injeccdo de 20uL de uma solucdo analitica

contendo 50 ppm de cada compostos.
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Figura 34 - Cromatograma tipico de uma solucdo mistura de vanilina (C= 50ppm) e 3,4-

dihidroxibenzaldeido (C= 50ppm).

4.4, Validacdao do método

4.4.1. Seletividade

0 método de validacao para HPLC apresentou seletividade, pois verifica-se que no tempo de

retencdo dos compostos em estudo o cromatograma da injecao de uma amostra com fase

movel - branco, manteve a sua linha de base, nao apresentando nenhum interferente.

Desta forma, trabalhadas as variantes oferecidas pela HPLC na construcao do método, como a

utilizacdo de uma coluna de fase reversa, a sua temperatura, o gradiente da fase movel, e as

variacées no comprimento durante

a corrida, obteve-se cromatogramas com picos de

resolucao otimizada para os compostos de interesse, como pode ser visualizado na figura 35.
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Figura 35 - Cromatograma tipico de uma solucdo mistura de vanilina (C= 50ppm) e 3,4-

dihidroxibenzaldeido (C= 50ppm).

4.4.2. Linearidade

A determinacao da linearidade foi efetuada através da construcao da curva de calibracdo com

solucdes padrao de vanilina e 3,4-dihidroxibenzaldeido de diversas concentragées: 1, 2, 3, 4,

5 e 6 ppm para a vanilina (Grafico 1) e 1, 2, 3, 4 e 5 ppm para o 3,4-dihidroxibenzaldeido
(Grafico 2).

Os valores experimentais obtidos para a construcao da curva de calibracao da vanilina e do

3,4-dihidroxibenzaldeido por HPLC estdo apresentados nas tabelas 17 e 18, respectivamente.

Os parametros (gama de linearidade, equacdo de calibracdo e coeficiente de correlagao

(R2)) relativos a curva de calibracdo estdo na tabela 19. Os valores dos tratamentos

estatisticos dos dados experimentais obtidos para curva de calibracdo estao apresentados na
tabela 20 e 21.
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Tabela 17 - Areas absolutas obtidas na determinacao da curva de calibracéo da vanilina por HPLC.

~ Areas absolutas
C°”‘(e”f1’,;'9“° Média vV (%)
PP Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
1 442566 452253 452348 470004 454292,75 2,52
2 764828 787700 782314 783611 779613,25 1,30
3 1161723 1175286 1152698 1173301 1165752 0,91
4 1476329 1500244 1461265 1499837 1484418,75 1,28
5 1837773 1887292 1825030 1858238 1852083,25 1,47
6 2160091 2207484 2167163 2226585 2190330,75 1,46
2500000
y = 349036x + 99455
R?=
2000000 0,9996 /
1500000
& Sériel
1000000 / —— Linear (Sériel)
500000 *
O T T T 1
0 2 4 6 8

Grafico 1 - Representacao grafica da curva de calibracdo da vanilina.
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Tabela 18 - Areas absolutas obtidas na determinacao da curva de calibracao do 3,4-dihidroxibenzaldeido

por HPLC.
~ Areas absolutas
C°”‘(e”f;;'9“° Média vV (%)
pp Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
1 793893 802326 774707 813187 796028,25 2,04
2 1174685 1179176 1157967 1184835 1174165,75 0,99
3 1501479 1553601 1504838 1536954 1524218 1,66
4 1862339 1899683 1913328 1956598 1907987 2,04
5 2254802 2311704 2287600 2330870 2296244 1,43
2500000
y =373425x + 419453
R?=0,9997
2000000
1500000
& Sériel
1000000 / Linear (Sériel)
500000
O T T T T 1
1 2 4 5 6

Grafico 2 - Representacao grafica da curva de calibracao do 3,4 dihidroxibenzaldeido.
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Tabela 19 - Parametros relativos a reta de calibracdo do método analitico para quantificacdo de vanilina

em HLC.

Pardmetro

Resultado para o
3,4-dihidroxibanzaldeido

Resultado para a
Vanilina

Faixa de linearidade
Eq.y=mx+b
Desvio Padrao s

Declive (m) + desvio padrao

Ordenada na origem (b) +
desvio padrao

1-6 ppm 1-5 ppm
y = 373425x + 419453
12006
373425 + 3796,6

419453 + 12591,9

y = 349036x + 99455
15120
349036 + 3614,3
99455 + 14075,6

Coeficiente correlacao (R?) 0,9996 0,9997
Tabela 20 - Valores dos tratamentos estatisticos da vanilina em HPLC.
ANOVA
F de
gl sQ MQ F significdncia
Regressao 1 2,13196E+12 2,13196E+12 9326,033675 6,89361E-08
Residual 4 914412146,9 228603036,7
Total 5 2,13287E+12

Na avaliacdo da linearidade para a curva de calibracado da vanilina,

os resultados

apresentaram boa correlacao linear entre uma faixa de concentracao de 1 ppm a 6 ppm. A

curva padrao obteve coeficiente de correlacao de 0,9996, com a variacao percentual entre as

médias das areas das trés curvas de 0,91 a 2,52%. O tratamento estatistico (ANOVA) dos

resultados obteve valores criticos de F para um P < 0,01, ndao apresentando diferenca

significativa entre as trés curvas, como esta representado nas Tabelas 17, 19 e 20 e no grafico

1, nao havendo desvio da linearidade.

Tabela 21 - Valores dos tratamentos estatisticos do 3,4-dihidroxibenzaldeido em HPLC.

ANOVA
Fde
gl sQ MQ F significdncia
Regressao 1 1,39446E+12 1,39446E+12 9674,237672 2,31678E-06
Residual 3 432426122,1 144142040,7
Total 4 1,3949E+12
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Na avaliacdo da linearidade para a curva de calibracdao do 3,4-dihidroxibenzaldeido, os
resultados apresentaram boa correlacao linear entre uma faixa de concentracao de 1 a 5ppm.
A curva padrao obteve coeficiente de correlacao de 0,9997, com a variacao percentual entre
as médias das areas das trés curvas de 0,99 a 2,04%. O tratamento estatistico (ANOVA) dos
resultados obteve valores criticos de F para um P < 0,01, ndo apresentando diferenca
significativa entre as trés curvas, como esta representado nas Tabelas 18, 19 e 21 e no grafico

2, nao havendo desvio da linearidade.

4.4.3. Precisao

A precisao verificada para o padrao de vanilina no mesmo dia e em dias alternados estao

representadas pelas tabelas 22 e 23, respectivamente.

Tabela 22 - Precisao intra-dia do método para quantificacao da vanilina por HPLC.

s ~ Concentragdo i Concer]trag&o g . o
olucoes tedrica (ppm) Area experimental Media Desvio CV (%)
(ppm) Padrdo

1 3 1141732 2,99

2 3 1145272 3,00

3 3 1143341 2,99 2,99 0,01 0,35

4 3 1142721 2,99

5 3 1150119 3,01

6 3 1139278 2,98

Tabela 23 - Precisao inter-dia do método analitico para quantificacao da vanilina por HPLC.

i Concentragao Desvio
Dia Solucoes Area experimental Média ~ CV (%)
Padrao
(ppm)
1 1139275 2,98
2,98 0,0053 0,18
1 2 1141657 2,98
3 1142934 2,99
1 1140186 2,98
2,99 0,017 0,58
2 2 1150014 3,01
3 1138897 2,98
1 1137998 2,98
2,99 0,022 0,72
3 2 1151487 3,01
3 1139024 2,98
2,99 0,092

Inter-dia
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A precisao intra-dia refere-se a média de seis determinacoes (2,99; 3,00; 2,99; 2,99; 3,01 e
2,98) que foi igual a 2,99 com um coeficiente de variacao de 0,35% (Tabela 22). A precisao
inter-dia foi a média da média de trés determinacdes diarias, por trés dias (2,98; 2,99 e 2,99)
que foi igual a 2,99 com um coeficiente de variacao igual a 0,092% (Tabela 23). Os baixos
valores de coeficiente de variacdo obtidos neste estudo confirmam a precisdao do método

analitico para quantificacdo de vanilina por cromatografia liquida.

A precisao verificada para o padrao de 3,4-dihidroxibenzaldeido no mesmo dia e em dias

alternados estao representadas pelas tabelas 24 e 25, respectivamente.

Tabela 24 - Precisao intra-dia do método para quantificacdo do 3,4-dihidroxibenzaldeido por HPLC.

Concentracdo : Concentragdo Desvio
Solugées - ¢ Area experimental Média ~ CV (%)
teorica (ppm) Padrao
(ppm)
1 3 1522974 2,96
2 3 1521121 2,95
3 3 1515324 2,93 0,028 0,94
2,92
4 3 1501246 2,90
5 3 1500792 2,90
6 3 1502978 2,90
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Tabela 25 - Preciséo inter-dia do método analitico para quantificacdo da vanilina por HPLC

i Concentracdo Desvio
Dia Solugoes Area experimental Média - CVv (%)
Padrdo
(ppm)
1 1529872 2,97
2,94 0,027 0,93
1 2 1518671 2,94
3 1509478 2,92
1 1499845 2,89
2,90 0,0050 0,17
2 2 1500981 2,90
3 1503475 2,90
1 1504398 2,91
2,90 0,0048 0,16
3 2 1500856 2,90
3 1502365 2,90
2,91 0,92
Inter-dia

A precisao intra-dia refere-se a média de seis determinacoes (2,96; 2,95; 2,93; 2,90; 2,90 e

2,90) que foi igual a 2,92 com um coeficiente de variacao de 0,94% (Tabela 24). A precisao

inter-dia foi a média da média de trés determinacdes diarias, por trés dias (2,94; 2,90 e 2,90)

que foi igual a 2,91 com um coeficiente de variacao igual a 0,92% (Tabela 25). Os baixos

valores de coeficiente de variacdo obtidos neste estudo confirmam a precisao do método

analitico para quantificacdo de 3,4-dihidroxibenzaldeido por cromatografia liquida.

4.4.4, Exatidao

A avaliacao da exatidao do método proposto foi baseada em teste de recuperacao realizado

com a amostra. O teste de recuperacao consistiu na adicdo de quantidades conhecidas de

solucao padrao em aliquotas de amostras conforme mostra as figuras 36, 37 e 38 e as tabela

26 e 27.
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Figura 36 - Cromatograma relativo a adicdo de padroes de vanilina e de 3,4-dihidroxibenzaldeido com

uma concentracao de 1 ppm a uma amostra com uma concentracao conhecida dos compostos.
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Figura 37 - Cromatograma relativo a adicdo de padroes de vanilina e de 3,4-dihidroxibenzaldeido com

uma concentracao de 2 ppm a uma amostra com uma concentracao conhecida dos compostos.
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Figura 38 - Cromatograma relativo a adicao de padroes de vanilina e de 3,4-dihidroxibenzaldeido com

uma concentracdo de 2 ppm a uma amostra com uma concentracdo conhecida dos compostos.

Tabela 26 - Parametros relativos a adicdo de padrao de vanilina com uma concentracao de 1, 2 e 3 ppm

a uma amostra com uma concentracao conhecida dos compostos.

Vanilina
Concentra~c§o de = = Area dos Concentracéo
padréo Concentracao da Concentracao . . s
L R . picos experimental Média
adicionada a amostra (ppm) teérica (ppm) -
(n=3) (ppm)
amostra (ppm)
1243073 3,28
3,31
1 2,51 3,51 1229111 3,24
1284957 3,40
1561916 4,19
4,22
2 2,51 4,51 1572387 4,22
1586348 4,26
1886519 5,12
5,15
3 2,51 5,51 1924913 5,23
1876048 5,09
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Tabela 27 - Parametros relativos a adicao de padrao de 3,4-dihidroxibenzaldeido com uma concentracao

de 1, 2 e 3 ppm a uma amostra com uma concentracao conhecida dos compostos.

3,4-dihidroxibenzaldeido

Concentragao
de padrao
adicionada a
amostra (ppm)

Concentracao C = Area dos Concentragao
da amostra on gentragao icos experimental Média
tedrica (ppm) P P
(ppm) (n=3) (ppm)
1431435 2,71
2,78
1,93 2,93 1498651 2,89
1446372 2,75
1905685 3,98
3,88
1,93 3,93 1831000 3,78
1872076 3,89
2282844 4,99
4,95
1,93 4,93 2245501 4,89
2271641 4,96

A exatidao do método determinada para a vanilina foi de 84,5 % e esta relacionada na Tabela

28.

Tabela 28 - Exatidao do método para quantificacao de vanilina em HPLC.

Concentracgdo (ppm) R _
= ecuperacdo L o
Solucoes Média CV%
’ Amostra  Adicionado Total Encontrado (%)
(média n=3)
1 3,31
2,51 1 3,51 80
2 4,22 84,5 4,84
2,51 2 4,51 85,5
3 5,15
2,51 3 5,51 88

A exatidao foi de 84,5 % com um coeficiente de variacao igual a 4,84% entre os resultados das

analises das trés diferentes concentracoes, como pode ser visualizado na Tabela 28,

demonstrando ser satisfatério para o método.
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A exatidao do método determinada para o 3,4-dihidroxibenzaldeido foi de 94,4% e esta

relacionada na Tabela 29.

Tabela 29 - Exatidao do método para quantificacdo de 3,4dihidroxibenzaldeido em HPLC.

Concentragado (ppm)
Solucdes Encontrado  Recup © ragdo  ycdia cv%
Amostra  Adicionado  Total (média (%)
n=3)
2,78
1 1,93 1 2,93 85
3,88 94,4 8,79
2 1,93 2 3,93 97,5
4,95
3 1,93 3 4,93 100,7

A exatidao foi de 94,4% com um coeficiente de variacao igual a 8,79% entre os resultados das
analises das trés diferentes concentracées, como pode ser visualizado na Tabela 29,

demonstrando ser satisfatorio para o método.

4.4.5. Robustez

A robustez do método foi comprovada alterando diversas condicées de analises e os dados

estao apresentados na Tabela 30.

Tabela 30 - Dados relacionados a investigacao da robustez do método de analise

Variavel Condicbes investigadas Valor otimizado

Aumenta o tempo de
retencao, o que implica
grandes tempos de
corrida.

0,8

Tempo de retencao 1.0

Fluxo 1,0 ; o2
mais aceitavel

Diminui o tempo de
retencao mas os picos
ficam sobrepostos nas
interferéncias iniciais

1,2

Temperatura mais

25 aceitavel.

Verifica-se que ha uma
30 pequena diminuicao da 25

Temperatura ; :
area do pico

Verifica-se que ha uma
35 pequena diminuicao da
area do pico
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A: agua - acido
fosforico 0,01M (99:1

(v/v)) e B: ACN - cido Tempos de retencao
fosforico 0,01M (99:1  elevados, o que implica
(v/v)) grandes tempos de A: acido fosférico
corrida. 0,01M e B: agua -

Com programa de metanol - acido

Percentagem de gradiente fosforico 0.01M
Solvente A: acido fosférico (70:28:2 (v/v))
0,01M e B: agua - g
metanol - acido Tempos de retencao Com programa de
fosforico 0,01M mais baixos, logo gradiente
(70:28:2 (v/v)) menor tempo de
corrida.

Com programa de
gradiente

As analises de robustez mostraram que o método é capaz de sofrer pequenas alteracées sem

causar uma variacao maior nos resultados obtidos para estas.

4.4.6. Limite de quantificacao e limite de deteccao

O limite de quantificacdo do método calculado e determinado experimentalmente para a

vanilina foi de 0,43 ppm, mantendo-se a precisao e exatidao.

S
LQlex(E)
L —10x<15120>—043
Q= 349036/

0 limite de deteccao calculado para o método foi de 0,14 ppm.

S
LD:3,3><(E)
LD =33 (15120)—014
= 22%\320036) = "

0 limite de quantificacdo do método calculado e determinado experimentalmente para o 3,4-

dihidroxibenzaldeido foi de 0,32 ppm, mantendo-se a precisao e exatidao.

S
LQlex(E)
L —10x<12006>—032
Q= 373425/

0 limite de deteccao calculado para o método foi de 0,11 ppm.
S
LD =33 x (E)
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LD—33X(12006)—011
o 373425/

0 método para quantificacdo de vanilina e 3,4-dihidroxibanzaldeido por HPLC desenvolvido e
validado neste trabalho, mostrou-se, seletivo, linear, preciso, exato e robusto, resultando em

um método simples e confiavel.

4.5. Determinacao do teor dos compostos na amostra

A analise do teor de vanilina e 3,4-dihidroxibanzaldeido nas amostras por cromatografia
liguida é mostrada nas tabelas 31 e 32, respectivamente. O cromatograma relativo a

determinacdo dos compostos na amostra esta representado na figura 39.

Figura 39 - Cromatograma obtido por HPLC atraves da amostra

Tabela 31 - Areas dos picos obtidos por HPLC na analise dos compostos na amostra.

Area
Composto Identificado
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
Vanilina 976890 982366 982549
3,4-dihidroxibenzaldeido 1142223 1134454 1139314
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Tabela 32 - Calculo da concentracao dos compostos estudados presentes na amostra obtidos por HPLC.

Concentracao (ppm)
Composto Identificado Média DpP CV(%)
Amostra1 Amostra2 Amostra 3

2,51 2,53
Vanilina 2,53 2,52 0,0092 0,36

1,93
1,94 1,91
3,4-dihidroxibenzaldeido 1,93 0,011 0,55

0 teor de vanilina foi determinado a partir da média de trés determinacdes diarias, por trés
dias (2,51; 2,53 e 2,53) que foi igual a 2,52 com um coeficiente de variacao igual a 0,36%
(Tabela 32).

0 teor de 3,4-dihidroxibenzaldeido foi determinado a partir da média de trés determinacoes
diarias, por trés dias (1,94; 1,91 e 1,93) que foi igual a 1,93 com um coeficiente de variacao
igual a 0,55% (Tabela 32).
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Capitulo 5 - Conclusdes e

Perspectivas Futuras
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Capitulo 5 - Conclusdes e Perspectivas
Futuras

Em conclusdo, a melhor absorcdo para ambos os compostos fenolicos (vanilina e 3,4-
dihidroxibenzaldeido) foi detectada em 280 nm. Apos varios testes experimentais, optou-se
por utilizar A: acido fosforico 0,01M e B: agua - metanol - acido fosforico 0,01M (70:28:2
(v/v)), como fase movel, o que proporcionou boa resolucao dos picos, melhor separacdo dos
analitos, menos interferéncias e rapidez na analise (tempo de corrida igual a 17 minutos),
com tempo de retencao da vanilina de 15,59 minutos e com tempo de retencao do 3,4-
dihidroxibenzaldeido de 9,47 minutos. Dos cromatogramas analisados, a aplicacdao da
temperatura do forno a 25°C é a melhor opcéo para analise, pois verifica-se melhor resolucao
dos picos. Conclui-se também que o melhor fluxo a ser utilizado é de 1 mL min™" pois permite
melhores separacées dos compostos a pressao e tempo de analise mais baixos. Com fluxos
muito baixos (0,8 mL min™), o tempo de analise torna-se excessivo. Com maiores valores de
fluxo (1,2 mL min") a pressdo do sistema torna-se grande e os compostos comecam a eluir

rapidamente, coeluindo com as interferéncias inicias.

0 método de validacao para HPLC apresentou seletividade, pois verifica-se que no tempo de
retencdo dos compostos em estudo o cromatograma da injecao de uma amostra com fase

movel - branco, manteve a sua linha de base, nao apresentando nenhum interferente.

Na avaliacdo da linearidade para a curva de calibracdo da vanilina, os resultados
apresentaram boa correlacao linear entre uma faixa de concentracao de 1 ppm a 6 ppm. A
curva padrao obteve coeficiente de correlacao de 0,9996, com a variacao percentual entre as
médias das areas das trés curvas de 0,91 a 2,52%, o que representa um bom desempenho no
trabalho efectuado. O tratamento estatistico (ANOVA) dos resultados obteve valores criticos
de F para um P < 0,01, ndo apresentando diferenca significativa entre as trés curvas, nao

havendo desvio da linearidade.

Na avaliacdo da linearidade para a curva de calibracdo do 3,4-dihidroxibenzaldeido, os
resultados apresentaram boa correlacao linear entre uma faixa de concentracao de 1 a 5ppm.
A curva padrao obteve coeficiente de correlacao de 0,9997, com a variacao percentual entre
as médias das areas das trés curvas de 0,99 a 2,04%, o que representa um bom desempenho
no trabalho efectuado. O tratamento estatistico (ANOVA) dos resultados obteve valores
criticos de F para um P < 0,01, ndo apresentando diferenca significativa entre as trés curvas,

nao havendo desvio da linearidade.

A precisao intra-dia, relativamente a vanilina, refere-se a média de seis determinacdes que
foi igual a 2,99 com um coeficiente de variacao de 0,353%. A precisao inter-dia foi a média da

média de trés determinacoes diarias, por trés dias que foi igual a 2,99 com um coeficiente de
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variacao igual a 0,092%. Os baixos valores de coeficiente de variacao obtidos neste estudo

confirmam a precisao do método analitico para quantificacao de vanilina por HPLC.

A precisao intra-dia, relativamente ao 3,4-dihidroxibenzaldeido, refere-se a média de seis
determinacgdes que foi igual a 2,92 com um coeficiente de variacao de 0,94%. A precisao
inter-dia foi a média da média de trés determinacbes diarias, por trés dias que foi igual a
2,91 com um coeficiente de variacao igual a 0,92%. Os baixos valores de coeficiente de
variacao obtidos neste estudo confirmam a precisdo do método analitico para quantificacao
de 3,4-dihidroxibenzaldeido por HPLC.

A exatidao determinada para a vanilina e para o 3,4-dihidroxibenzaldeido foi de 84,5% e de
94,4% com um coeficiente de variacao igual a 4,84% e a 8,79%, respectivamente,

demonstrando ser satisfatorio para o método.

As analises de robustez mostraram que o método é capaz de sofrer pequenas alteracoes sem

causar uma variacao maior nos resultados obtidos para estas.

O limite de quantificacdo do método calculado e determinado experimentalmente para a
vanilina e para o 3,4-dihidroxibenzaldeido foi de 0,43 e 0,32 ppm, mantendo-se a precisao e
exatidao. Por fim, o limite de deteccao calculado para o método foi de 0,14 e 0,11 ppm,

respectivamente.

Conclui-se assim que o método para quantificacdo de vanilina e 3,4-dihidroxibanzaldeido por
HPLC desenvolvido e validado neste trabalho, mostrou-se, seletivo, linear, preciso, exato e

robusto, resultando em um método simples e confiavel.

Neste contexto, foram efectuadas analises a amostras de concentrado obtido através de
nanofiltracao do efluente produzido na etapa inicial do processamento da cortica destinada a
remocao de contaminantes, designada como “cozimento”. O teor de vanilina e 3,4-
dihidroxibenzaldeido foi determinado a partir da média de trés determinacdes diarias, por
trés dias que foi igual a 2,524515 e a 1,925985, com um coeficiente de variacdo igual a
0,364942 % e a 0,545766%, respectivamente.

Numa perspectiva futura, o aproveitamento quimico da cortica como fonte de produtos
organicos torna-se uma possibilidade que permitira diminuir os residuos e assim aumentar a

rentabilidade econdmica da indlstria corticeira global.

0 estudo da utilizacdo da cortica e desperdicios como fonte de produtos quimicos necessita
do conhecimento, o mais exacto possivel, dos constituintes da cortica e respectivas

quantidades.
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Anexos

Anexo A - Cromatogramas obtidos das solucées padrao de
vanilina por HPLC

e Vanilina 1 ppm

¢ Vanilina 2 ppm
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e Vanilina 3 ppm
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e Vanilina 5 ppm
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e Areas absolutas obtidas através dos cromatogramas das solucdes

padrao de vanilina

Concentracéo Areas absolutas

(ppm) Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
1 442566 452253 452348 470004
2 764828 787700 782314 783611
3 1161723 1175286 1152698 1173301
4 1476329 1500244 1461265 1499837
5 1837773 1887292 1825030 1858238
6 2160091 2207484 2167163 2226585

Anexo B - Cromatogramas obtidos das solu¢cées padrao de 3,4-
dihidroxibenzaldeido por HPLC

e 3,4-dihidroxibenzaldeido 1 ppm
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¢ 3,4-dihidroxibenzaldeido 4 ppm

e 3,4-dihidroxibenzaldeido 5 ppm
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e Areas absolutas obtidas através dos cromatogramas das solucdes

padrao de 3,4-dihidroxibenzaldeido

Concentracéo

(ppm)
1

u N W N

Areas absolutas

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
793893 802326 774707 813187
1174685 1179176 1157967 1184835
1501479 1553601 1504838 1536954
1862339 1899683 1913328 1956598
2254802 2311704 2287600 2330870

Anexo C - Resultados estatisticos

e Resultados estatisticos da curva de calibracdo da Vanilina

SUMARIO DOS RESULTADOS

Estatistica de regressdo

R multiplo 0,999785616
Quadrado de R 0,999571277
Quadrado de R ajustado 0,999464096
Erro-padrao 15119,62423
Observacoes 6
ANOVA
F de
gl SQ MQ F significdncia
Regressao 1 2,13196E+12  2,13196E+12 9326,033675 6,89361E-08
Residual 4 914412146,9 228603036,7
Total 5 2,13287E+12
Erro- 95% 95%  Inferior Superior
Coeficientes padrdo Statt valor P inferior superior 95,0% 95,0%
Interceptar 99455 14075,6 7,066 0,0021 60375 138535 60375 138535
Variavel X1 349036 3614,3 96,57 6,89E-08 339001 359071 339001 359071
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RESULTADO RESIDUAL

Observacdo Y previsto Residuais Residuais-padréo
1 448491,3095 5801,440476 0,428992648
2 797527,5024  -17914,25238 -1,32468524
3 1146563,695 19188,30476 1,41889617
4 1495599,888 -11181,1381 -0,826799148
5 1844636,081 7447,169048 0,550687503
6 2193672,274 -3341,52381 -0,247091934
Variavel X 1 Desenho de
residuais
40000
'é 20000 'S
3 * hd
[] 0 T T ‘ 1
gy
-20000 é b4 6 8
Variavel X 1
RESULTADOS DE PROBABILIDADE
Percentil Y
8,333333333 454292,75
25 779613,25
41,66666667 1165752
58,33333333  1484418,75
75  1852083,25
91,66666667  2190330,75
Variavel X 1 Desenho de linha
ajustada
3000000 n
2000000 [ ]
1000000 H [ | u
O . T T T 1 .Y
0 2 4 6 g MY previsto
Variavel X 1
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e Resultados estatisticos da curva de calibracao do 3,4-
dihidroxibenzaldeido

SUMARIO DOS RESULTADOS

Estatistica de regressdo

R mdltiplo 0,999844985
Quadrado de R 0,999689994
Quadrado de R ajustado 0,999586659
Erro-padrao 12005,9169
Observacoes 5
ANOVA
F de
gl sQ MQ F significdncia
Regressao 1 1,39446E+12  1,39446E+12 9674,237672 2,31678E-06
Residual 3 432426122,1  144142040,7
Total 4  1,3949E+12
Erro- Stat 95% 95%  Inferior Superior
Coeficientes padrao t valor P inferior superior 95,0% 95,0%
Interceptar 419453 12591,9 33,3 5,95E-05 379380 459526 379380 459526
Variavel X 1 373425 3796,6 98,4 2,32E-06 361343 385508 361343 385508
RESULTADO RESIDUAL
Residuais-
Observacéo Y previsto Residuais padrdo
1 792878,05 3150,2 0,302978745
2 1166303,325 7862,425 0,75618934
3 1539728,6 -15510,6  -1,491772625
4 1913153,875 -5166,875  -0,496937751
5 2286579,15 9664,85 0,929542291
Variavel X 1 Desenho de
residuais
20000
@ 10000% . .
©
'3 0 ? T T T T 1
a 4
< -10000 1 2 2 4 5 6
-20000
Variavel X 1
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RESULTADOS DE PROBABILIDADE

Percentil Y
10 796028,25
30 1174165,75

50 1524218
70 1907987
90 2296244

Variavel X 1 Desenho de linha

ajustada
3000000
2000000 g ¥ u
1000000 g B
0 oY
0 2 4 ¢ WY previsto
Variavel X 1

Anexo D - Cromatograma obtido para uma solucdao mistura de
vanilina e 3,4-dihidroxibenzaldeido por HPLC, utilizando como fase
movel - A: agua - acido fosforico 0,01M (99:1 (v/v)) e B: ACN - acido fosforico
0,01M (99:1 (v/v)), com programa de gradiente.
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