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RESUMO

MENDES, N.S. MSc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.
Marco de 2016. Validacdo de Método para Determinacdo de Substancias
Fenolicas em Extrato de Capsicum baccatum por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE). Professora Orientadora: Daniela Barros de Oliveira, D.Sc.

A acdo antioxidante, anti-inflamatdria, antimutagénica e terapéutica da espécie
Capsicum baccatum (Solanacea) conhecida como “dedo-de-moca, chapéu-de-
frade ou pimenta vermelha”, esta associada a um conjunto de substancias
fendlicas dos extratos provenientes da polpa do fruto, sendo o acido clorogénico e
os flavonoides quercetina e rutina 0os responsaveis pelas mesmas. O objetivo
deste trabalho foi validar um método bioanalitico para quantificacdo destas
substancias fendlicas presentes no acesso 1613 de C. baccatum. O preparo da
amostra consistiu na separacdo manual das sementes e ap0s secos em estufa
com circulacdo de ar a 40°C durante sete dias e triturados, os frutos foram
submetidos a refluxo em extrator tipo Soxhlet com etanol 70% (1:10, p/v), por 4h,

evaporados em rota evaporador a 79°C. A quantificacdo das substancias
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fendlicas do extrato etandlico obtido foi realizada por CLAE, empregando-se
coluna de fase inversa C-18, eluicdo com gradiente, fase mdvel composta por
agua tipo MiliQ acidificada com acido fosférico (pH 3,2) e acetonitrila, fluxo 1mL,
deteccdo a 250 e 350 nm, com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD). O
método foi validado com relacdo aos seguintes parametros estabelecidos:
linearidade (acido clorogénico: 0,993; quercetina: 0,998 e rutina: 0,993), limites de
deteccdo (Acido clorogénico: 0,81 pg mL™; quercetina: 3,78 pg mL™ e rutina: 1,79
ng mL™) e de quantificagéio (Acido clorogénico: 2,45 pg mL™: quercetina: 5,45 Hg
mL™ e rutina: 11,47 pg mL™?). Os resultados obtidos no estudo de seletividade do
método no extrato de C. baccatum indicaram ser seletivo apenas para o acido
clorogénico. No entanto, observou-se a identificacdo dos flavonoides quercetina e
rutina nas analises espectrais. Os valores de desvio padrao relativo, obtidos para
precisdo, nos niveis de repetibilidade e precisédo intermediaria, ndo excederam o
méaximo de 15% estipulado nos critérios de aceitagdo para métodos bioanaliticos.
A exatidao foi realizada em termos de recuperacéo, para as substancias fenolicas
de interesse na faixa de 75 a 93%. A robustez do método foi avaliada por variacao
na velocidade de fluxo e temperatura do forno. Verificou-se interferéncia
significativa nos resultados do acido clorogénico e quercetina. Contudo, a rutina,
nas condicbes usuais descritas, ndo causou interferéncia significativa nos
resultados. Sendo assim, o método validado, utilizando padronizacédo externa, foi
aplicado para quantificacdo das substancias fendlicas, no acesso 1613 de
pimenta. Estes resultados demonstram a importancia do emprego de
metodologias bioanaliticas, além do controle de qualidade das matérias-primas
vegetais e, possivelmente, aplicagbes na industria de alimentos como um
antioxidante natural, contribuindo com a seguranca alimentar e qualidade

nutricional de produtos alimenticios.
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ABSTRACT

| MENDES, N.S. MSc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.
March. 2016. Validation Method for Determination of Phenolic Substances in
Extract Capsicum baccatum Chromatography Liquid High Efficiency (CLAE).
Professor Advisor: Daniela Barros de Oliveira, D.Sc. Committee Members:
Geraldo de Amaral Gravina. D.Sc.; Luana Pereria de Moraes, D.Sc.; Renata
Gomes de Brito Mariano, D.Sc.

The action antioxidant, anti-inflammatory, antimutagenic and therapeutical of the
species Capsicum baccatum (Solanacea) known as "dedo-de-moca, chapéu-de-
frade or red pepper,” is associated with a set of phenolic substances of the
extracts from the fruit seed, and chlorogenic acid and flavonoids quercetin and
rutin those responsible for them. The objective of this study was to validate a
method bioanalytical for quantification of these phenolic substances in access
1613 C. baccatum. The sample preparation consisted of manual separation of
seeds and after dried in the oven with air circulation at 40 ° C for seven days and

crushed the fruits were refluxed in extractor Soxhlet type with 70% ethanol (1:10, p
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/ v) for 4h, evaporated in the evaporator route to 79° C. The quantification of the
phenolic compounds obtained ethanolic extract and was performed by CLAE,
using reverse phase C-18 column, gradient elution, mobile phase composed of
water MilliQ type acidified with phosphoric acid (pH 3.2) and acetonitrile, flow 1mL,
detection at 250 and 350 nm with a diode array detector (CLAE-DAD). The
method was validated with respect to the following parameters determined:
linearity (chlorogenic acid: 0.993; quercetin: 0.998 and rutin: 0.993), detection
limits (chlorogenic acid: 0.81 ug mL™; quercetin: 3.78 ug mL™ and rutin: 1.79 ug
mL™) and quantification (chlorogenic acid: 2.45 ug mL™; quercetin: 5.45 ug mL™
and rutin: 11.47 ug mL™). The results obtained in the study of the selectivity of the
method of C. baccatum extract indicated to be selective only chlorogenic acid.
However, was observed the quantification of quercetin and rutin in the spectral
analyzes. The relative standard deviation values, obtained for both accuracy levels
of repeatability and intermediate precision, did not exceed the maximum of 15%
stipulated in the acceptance criteria for bioanalytical methods. The accuracy was
performed in terms of recovery, for phenolic substances of interest in the range of
75 to 93%. The robustness of the method was assessed by varying the flow rate
and oven temperature. There was a significant interference in the results of
chlorogenic acid and quercetin. However, rutin, under the usual conditions
described did not cause significant interference in the results. Therefore, the
validated method utilizing external standardization was applied for quantitation of
phenolic compounds in the 1613 pepper. These results demonstrate the
importance of the use of bioanalytical methods, in addition to the quality control of
plant raw materials and possibly applications in the food industry as a natural

antioxidant, contributing to food security and nutritional quality of food products.
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1. INTRODUCAO

Estudos demonstram que o0s condimentos, presentes em pimentas
pertencentes ao género Capsicum, apresentam expressivas concentracdes de
substancias relevantes para a saude (Bosland e Votava, 2000) tais como:
compostos bioativos com propriedades antioxidantes. As substancias fendlicas
fazem parte deste grupo de compostos bioativos e auxiliam na prevencdo do
envelhecimento, doengas degenerativas como cancer, doencgas cardiovasculares,
catarata, declinio do sistema imune e disfungfes cerebrais (Moraes et al., 2012).

Capsicum baccatum var. pendulum conhecida popularmente como dedo-
de-moca, chapéu-de-frade ou pimenta vermelha, é uma das espécies do género
Capsicum amplamente consumidas no pais, representando o terceiro lugar em
producdo e consumo de hortalicas usadas para tempero no Brasil, perdendo
apenas para o mercado de alho e de cebola. E difundida em praticamente todas
as regides brasileiras, principalmente nos estados de Minas Gerais, Goias, Sao
Paulo, Ceara, Rio Grande do Sul, Bahia e Sergipe (Ribeiro et al., 2008).

Neste contexto, pesquisas em busca de compostos naturalmente presentes
em pimentas, tais como as substancias fendlicas, vém crescendo nos ultimos
anos e recebendo maior atencdo da comunidade cientifica, visto que estes
compostos constituem um dos maiores grupos de metabdlitos secundarios das
plantas (Zhong e Shahidi, 2012).

De acordo com Costa (2005), uma das técnicas mais utilizadas para a

identificacdo e quantificacdo destes metabdlitos € a Cromatografia Liquida de Alta



Eficiéncia (CLAE). Esta técnica consiste na separacdo cromatografica baseada
nas interacdes entre soluto e fase estacionaria, devido as caracteristicas fisico-
quimicas de cada substancia. A obtencdo de uma separacdo mais adequada
depende da polaridade, do carater ibnico e da massa molecular da substancia, do
tipo de interac@o desta com as fases movel e estacionaria (Cass e Degani, 2001).

A CLAE tem se firmado nas ultimas décadas como uma técnica que
permite realizar separacfes e quantificar moléculas presentes em varios tipos de
amostras com alta eficiéncia, resolucao e detectabilidade (Collins, 2006).

Paralelamente, observa-se a necessidade de uma validacdo de métodos
para a deteccdo das substancias fendlicas. King (2003) relata que muitos estudos
tém sido desenvolvidos buscando validacdo de métodos, 0 que representa uma
etapa importante para o0s laboratorios de tecnologia de alimentos e,
consequentemente, menos um obstaculo para a credibilidade dos resultados
emitidos (Pereira et al., 2007). Segundo o mesmo autor, seus estudos vém
demonstrando que todo método, antes da sua utilizacdo, deve ser validado no
laboratorio em que sera aplicado, a fim de assegurar as condicbes minimas de
sua execugdo com a confiabilidade requerida.

Dessa forma, a validacdo deve garantir, por meio de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacbes analiticas
(Ribani et al., 2004). E importante mencionar que a validacdo deve apresentar a
especificidade, seletividade, linearidade, exatiddo e precisdo adequadas a
analise. Ter um resultado obtido por um método validado significa que o
procedimento, que inclui desde as condi¢cGes de operacdo do equipamento a toda
a sequéncia analitica, seja aceito como correto (Silva e Alves, 2006).

A pesquisa conduzida neste trabalho € parte de um projeto anterior,
denominado “Determinagdo do potencial antioxidante e quantificacdo de
compostos fendlicos por CLAE em acessos de Capsicum baccatum var.
pendulum” (Assis, 2014), realizado no Laboratério de Tecnologia de Alimentos
(LTA), no setor de Quimica de Alimentos, em parceria com a Prof.? Dr* Rosana
Rodrigues do Programa de Melhoramento da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), Campos dos Goytacazes - RJ. Nos dados
verificados por CLAE (Assis, 2014), foi demonstrado que o acesso 1613 se
destacou dos demais acessos por apresentar melhor atividade antioxidante e

como fonte de compostos fendlicos.



Desta forma, o enfoque deste trabalho foi validar um método para a analise
das substancias fendlicas (acido clorogénico, flavonoides quercetina e rutina),
presentes na espécie Capsicum baccatum (acesso 1613), utilizando a CLAE
como ferramenta analitica visando garantir a confiabilidade do método e de seus

resultados.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Validar um método para determinagcdo de substancias fendlicas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em extratos de Capsicum

baccatum.

2.2 Objetivos Especificos

= Preparar o0 extrato etandlico da polpa dos frutos de C. baccatum: acesso
1613;

= Obter o perfil quimico deste extrato por CLAE;

» [dentificar e quantificar nas amostras as substancias fendlicas: acido
clorogénico, flavonoides quercetina e rutina;

» Validar o método analitico desenvolvido por CLAE segundo os parametros
de linearidade, seletividade, limite de deteccédo, limite de quantificacao,

precisao, exatidao e robustez.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cromatografia

O termo cromatografia se origina dos radicais gregos chroma, significa cor,
e grafie, significa escrita (Lazaro De La Torre, 2013 apud Collins, 1997). A sua
primeira aplicacdo data de 1903 e foi atribuida ao estudo de Michael S. Tswett,
que pesquisou a separacao dos componentes de extratos de folhas, utilizando
uma coluna de vidro com carbonato de célcio como fase estacionaria e éter
dietilico como fase modvel. Como a separacdo dos extratos resultou em
componentes coloridos, foi dado o nome ao método, em 1906, de cromatografia,
apesar de a separagdo dos extratos nao ter sido dependente de cor (Collins,
2006).

A Cromatografia € um meétodo fisico-quimico de separacéao, identificacao e
quantificacdo dos componentes de uma mistura. Esta separacdo ocorre pela
migracdo diferencial dos componentes da mistura, devido as interacbes com as
fases movel e estacionaria (Wang e Turnispeed, 2012).

O principio da separagdo cromatografica se da por meio de uma fase
estacionaria, em que a amostra € carreada por intermédio de um fluido
denominado fase movel (Skoog et al., 2002; Simpson, 1978).

Segundo Collins e Braga (1987), as diferentes formas de Cromatografia
podem ser classificadas em:



1) Cromatografia em coluna: a) Cromatografia Liquida Classica (CLC) para
isolamento de produtos naturais e purificacdo de produtos de rea¢Bes quimicas, a
quantificacdo é feita por analise manual, b) Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) para analises e separacdes de uma ampla gama de compostos
com alta eficiéncia, pode ser usada para absorcdo de ultravioleta (UV),
fluorescéncia, espectrometria de massas e amperométrica, geralmente tem alto
custo de operacdo e ndo é muito utilizada para realizar analises qualitativas; c)
Cromatografia em Fase Gasosa de Alta Resolucdo (CGAR) para identificacao
imediata de substancias presentes na amostra.

2) Cromatografia planar: a) Cromatografia em Papel (CP) € uma técnica de
particdo liquido—liquido util para a separacdo de compostos polares; b)
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) é uma técnica de absorcéo liquido-
sélido que também permite a separacdo de compostos e utiliza misturas de
solventes na fase movel onde a quantificacdo pode usar luz ultravioleta (UV) e
desintometria; c) Cromatografia por Centrifugacao (Chromatotron) para acelerar o
processo pode também ser usado um dispositivo em que atraves da aplicacéo de
uma alta velocidade circular a fase estacionéaria, a fase moével e a amostra
evoluem radialmente por inércia. Esta ultima é utilizada s6 com fins preparativos.
3) Ensaio Imunoenzimatico (ELIZA): o método utilizado para realizar o teste se
baseia na interacdo anticorpo-antigeno. Normalmente, é usada uma placa de
superficie inerte com pocos onde serdo adsorvidos os antigenos de interesse
juntamente com um tampdo de carbonato (processo conhecido como
sensibilizacdo). Sua desvantagem é que produz falso-positivo (Amaral e
Machinski, 2006).

De maneira geral, a cromatografia destaca-se por ser uma das técnicas
mais empregadas em diversas industrias como alimenticias, farmacéuticas,
petroquimicas, laboratorios de andlises clinicas, etc., onde frequentemente é
necessario purificar, isolar ou quantificar substancias de misturas muito
complexas. Sendo esta a técnica mais apropriada para uma separacao mais
eficiente de extratos brutos como também para controlar a pureza final de
compostos isolados (CRQ, 2010).

Sabe-se que a identificacdo de compostos € realizada através da
cromatografia, por comparacdo com padrdes previamente existentes, para a

purificacdo de compostos, separando-se as substancias indesejaveis e para a



separacdo dos componentes de uma mistura por interacdo dos seus
componentes entre uma fase estacionéria e uma fase movel (Carlos et al., 2011).

Ainda com relacdo a cromatografia, € importante salientar que apos a
amostra ser introduzida no sistema cromatografico, seus componentes se
distribuem entre as duas fases e de acordo com a interagdo entre estes
componentes da-se a separacgdo dos constituintes analisados e o detector registra
o resultado na forma de um cromatograma (Simpson, 1978). Desta forma, o
cromatograma (Figura 1) é a resposta do detector na forma de grafico,
representando assim, a concentragdo do analito em funcdo do tempo ou do

volume de eluicdo (Gomes, 2010).

COLUNA CROMATOGRAFICA DETECTIOR
LUNA CRO O I FLUXO :
[
b -
L4 :
®, ]
- - L

CROMATOGRAMA

SINAL

TEMPO - -

Figura 1. Amostra sendo eluida através da coluna, chegando ao detector e
emitindo o cromatograma.

Fonte: < http://www.crg4.org.br/smsf/files/file/conceitos_hplc_2010.pdf>. Acessado
em 20 de novembro de 2015.

Ressalta-se que varios parametros de um cromatograma caracterizam o
processo de separacdo das substancias de uma mistura. Dentre estes parametros

pode-se citar (Gomes, 2010):

o tO (tempo morto da coluna): é o tempo em que um soluto que néo foi retido
na coluna demora para ser eluido, ou seja, € quanto demora para sair um

soluto que néo possui afinidade pela coluna;

o tR (tempo de retencdo): é o quanto demora um soluto a ser totalmente

eluido da coluna;



0 w1/2 : largura do pico a meia altura;

o w (largura do pico): resultante da intersecdo das duas tangentes aos
pontos de inflexdo do pico;

o k= (R - 1t0) / t0O = (R / t0) (fator de retencdo): é um parametro
termodinamico que fornece uma medida relativa do tempo em que o analito

permanece na fase estacionaria e na fase movel.

3.1.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLA E)

Desde o inicio do desenvolvimento da Cromatografia Liquida, na década
de 50, até os dias atuais, muitos avancos foram alcancados, impulsionados pelo
desenvolvimento de novas particulas de fases estacionéarias e da instrumentacao.
A necessidade de execucdo de andlises mais rapidas, sem que houvesse o
comprometimento do desempenho cromatografico, foi o que impulsionou as
pesquisas com 0 objetivo de tornar a técnica mais rapida e eficiente (Wren e
Tchelitcheff, 2006). Um resumo do histérico do desenvolvimento de particulas

para fases estacionarias da CLAE pode ser observado na Figura 2.



Ano de Tamanho da Tamanho nominal Pratos/15 cm
introdugao particula mais popular (pum)  (Aproximado)
1950 F 100 200
irresgular
Peésala
1967 s 50 pelicular 1000
1972 &5 10 6000
1985 Fa] 5 12000
1992 @ 3-35 22000
1996 @ 1.5* pelicular 30000
1999 O 5,0 superficie porosa 8000*
2000 ™ 2.5 25000
2003 . 1.8 32500
2006 S 2,7 -
*Silica ndo porosa ou resina  ** Para proteina PM 5.700

Figura 2. Histdrico do desenvolvimento de particulas para fases estacionarias.
Fonte: Guiochon e Gritti (2011) e Majors (2005).

A primeira analise em um cromatégrafo liquido automatico com gradiente
de eluicdo foi descrita por Moore e colaboradores em 1958. Mas, foi somente a
partir dos anos 70 que se conseguiu um avanco consideravel nas técnicas
cromatograficas, conseguindo-se o nivel de sofisticacdo que a CLAE apresenta,
devido ao revolucionario desenvolvimento tecnologico da préatica deste tipo de
cromatografia (Skoog et al., 2002; Spackman et al., 1958).

O avanco foi mais significativo quando se tornou possivel a construcdo de
colunas recheadas com particulas cada vez menores, necessarias para uma alta
resolucdo e tornou-se também possivel se adquirir equipamentos capazes de
trabalhar a altas pressbes, necessarias para se obter uma boa velocidade de
eluicdo (Skoog et al., 2002).

De acordo com o tipo do recheio da coluna, pode-se dizer que a CLAE
pode ser dividida em dois grupos: em fase normal e em fase inversa. Na

cromatografia em fase normal tem-se uma fase estacionaria polar (normalmente
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silica) e consequentemente uma fase movel apolar. Nas separacdes em fase
inversa tem-se uma fase estacionaria apolar e uma fase mével polar, este sistema
se baseia em forcas atrativas entre solutos néo polares e grupos funcionais néao
polares ligados a um suporte de silica (Gomes, 2010).

Neste sentido, as substancias com maior afinidade com a fase estacionéria
movem-se mais lentamente, ja as substancias com pouca afinidade com a fase
estacionaria movem-se mais rapidamente. Portanto, pode-se dizer que, nas
cromatografias em fase inversa, 0os compostos apolares permanecem mais
fortemente retidos na fase estacionaria do que na fase mével (CRQ, 2010;
Gomes, 2010).

De maneira geral, o desenvolvimento da CLAE, simplificou e agilizou as
analises, proporcionou maior reprodutibilidade dos resultados e maior exatidao
guantitativa, pois no processo classico, a analise é realizada em colunas abertas,
empacotadas manualmente, com o solvente sendo bombeado lentamente,
através da coluna, sendo que na maioria das vezes a caracterizacdo e a
quantificacdo dos analitos eram realizadas manualmente utilizando-se um
espectrofotdbmetro, colorimetro, etc. A Figura 3 mostra um equipamento de CLAE
e a estrutura para realizar a cromatografia liquida convencional em coluna aberta
(Aquino Neto e Souza Nunes, 2003).

W

| S

gt-ggcﬁ Ty
=S f

Figura 3. Equipamento de CLAE (I) e Cromatografia em Coluna Aberta (I1).

Com a CLAE todo o processo foi automatizado, e o que antes levava dias,
pode comecar a ser feito em apenas algumas horas, isso levou a uma grande
economia de tempo, de mao de obra e de materiais, principalmente solventes

(Aquino Neto e Souza Nunes, 2003). Porém, é importante mencionar que a
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selecdo de solventes adequados depende dos compostos a serem analisados e
das técnicas de ionizagdo e colunas que serdo utilizadas, sendo a composicao da
fase movel critica para a eficiéncia da analise (Wang e Turnipseed, 2012).

Para Guillarme e Veuthey (2013), a CLAE se tornou nos ultimos anos a
técnica mais importante de separacdo em diversas areas, principalmente, na
analise de alimentos.

Além disto, esta técnica ainda pode estar acoplada a uma série de
detectores, fornecendo uma maior eficiéncia na separacdo, bem como
informacdes valiosas sobre a formula estrutural dos compostos, contemplando
sua eficéacia na identificacdo de compostos. Dentre estas formas de acoplamento,
destaca-se o acoplamento ao Espectrémetro de Massas (LC/EM) e ao Ultravioleta
(LC/UV), que séao técnicas que fornecem informacgcfes muito mais valiosas e em
curto espaco de tempo, permitindo uma completa caracterizagdo espectroscépica
de diferentes metabdlicos de uma mistura complexa em uma Unica analise (Assis,
2014).

Ha registros de que a CLAE foi utilizada pela primeira vez para a
determinacao de flavonoides em 1976 por Fischer e Wheaton. Posteriormente,
diversas outras técnicas foram propostas para a separacdo e determinagcdo de
flavonoides e compostos fendlicos em geral (Bruggink, 2000).

Kappel et al. (2008) verificaram, por meio desta técnica, a presenca de
compostos fendlicos como a rutina, o &cido caféico e o clorogénico em extratos
aguosos de pimenta (Capsicum baccatum).

Utilizando o mesmo procedimento, Zimmer et al. (2012), em um estudo a
partir da mesma espécie néo detectaram a presenca de capsaicina. E importante
salientar que a variedade, o grau de maturacao da planta, bem como sua origem
geografica e os tipos de métodos analiticos de extracdo utilizados interferem na
sintese de seus metabadlitos.

Nessa perspectiva, os flavonoides sdo o grupo de compostos fendlicos
mais encontrados em plantas e sdo consideravelmente citados na literatura,
devido aos beneficios proporcionados a saude humana, destacando-se entre
suas ag0des bioldgicas, sua capacidade antioxidante (Lisa et al., 2010; Plochmann
et al., 2007; Boue et al., 2003).

As analises que envolvem este tipo de molécula sdo realizadas

normalmente em colunas de fase inversa C-18, e as diferencas nas
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caracteristicas dos métodos de identificacdo e quantificagcdo estdo associadas
com o sistema de detecc¢ao e eluicdo (Gomes, 2010).

A eluicdo com gradiente é normalmente usada em virtude da complexidade
do perfil fendlico das amostras de pimentas. Numerosas fases méveis tém sido
empregadas, mas um sistema binario compreendendo um componente aquoso e
um solvente organico menos polar (exemplo acetonitrila ou metanol) tem sido o
mais comum. Acidos (férmico, acético ou fosforico) tém sido adicionados a fase
aguosa para manter o pH apropriado durante a execucdo do gradiente (Socha, et
al., 2009; Tsiapara et al., 2009; Tomasbarberan, 1993).

Em CLAE a deteccdo de substancias fendlicas é tipicamente baseada na
medida de absorcdo por ultravioleta, frequentemente usando um detector de
arranjo de fotodiodo (DAD). A combinacdo de ambos o espectro de UV-Vis e o
tempo de retencdo (Tr) pode conduzir mais facilmente a identificagdo das
substancias separadas. O DAD pode simultaneamente detectar substancias em
diferentes comprimentos de onda. Este fato aumenta significantemente a
eficiéncia do sistema de separacdo, particularmente quando diferentes grupos
polifendlicos estdo misturados em uma mesma amostra. Quando € escolhido o
comprimento de onda correto (no maximo de absorcéo) todos os grupos podem
ser detectados com mais alta sensibilidade. Uma selecdo apropriada do
comprimento de onda pode também possibilitar a quantificacdo de um pico com
pouca resolugdo. Contudo, uma abordagem convencional baseada no espectro
de UV é frequentemente limitada quando amostras contém substancias muito

semelhantes (Socha et al., 2009; Tsiapara et al., 2009; Tomasbarberan, 1993).

3.1.2 Sistema CLAE

A CLAE (Figura 4) é uma técnica de separacdo automatizada, constituida por
um conjunto de equipamentos especiais:
1. reservatorio contendo fase movel;
sistema de bombeamento de alta presséo (bombas);
injetor de amostras;
sistema analitico — coluna cromatogréfica e forno;

sistema de deteccao;

S

sistema de registro e andlise dos dados (Goncalves, 2005).
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Figura 4. Constituicdo de um sistema de HPLC.

O conhecimento sobre todos o0s componentes que constituem um
cromatoégrafo é de grande relevancia, pois permite a identificacdo e a
quantificacdo dos compostos presentes na amostra, com um tempo e custo
reduzidos (Jickells e Negrusz, 2008). Entretanto, para execucao de analises mais
eficientes e rapidas faz-se necessario um detalhamento sobre os diferentes
sistemas de solventes, tipos de fases estacionarias utilizadas, termostato para

coluna e do sistema de deteccéo.

3.1.2.1. Sistema de Solventes

Segundo Goncalves (2005), o sucesso da separacdo de misturas,
utilizando a Cromatografia Liquida, depende de uma escolha adequada da fase
movel acoplada a uma fase estacionaria conveniente. A separacdo dos
compostos de interesse pode acontecer pelo emprego de um Unico solvente de
composicdo constante chamado de eluigdo isocratica, ou pelo emprego de dois
ou trés sistemas de solventes, que diferem bastante entre si em polaridade, pela
eluicdo com gradiente. H4& uma grande variedade de solventes utilizados, no
entanto, existem algumas propriedades desejaveis para seu uso em CLAE:

» Alta pureza;

» Na&o decomposi¢do do analito e da fase estacionaria;
* Compatibilidade com o sistema de deteccao;

» Baixa viscosidade;

» Dissolucédo da amostra,
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+ Baixo custo.

3.1.2.2. Fase Estacionaria (Coluna Cromatogréfica)

A coluna cromatografica determina a seletividade e eficiéncia da
separacdo. Essa capacidade € definida através da selecdo de caracteristicas
ideais da coluna, tais como o empacotamento (fase estacionaria) e sua
porosidade, dimensdes da coluna, didmetro das particulas empregadas, a fim de
obter condi¢des 6timas na separacéo por cromatografia liquida. A coluna de silica
€ bastante utilizada em cromatografia liquida, sendo certamente, a fase
estacionaria mais comum nos processos de separacdo cromatografica (Porto,
2014).

A separacdo dos compostos empregando cromatografia liquida deve-se
principalmente aos fendmenos que ocorrem na interface fase estacionaria/ fase
movel e, a interagcdo entre os componentes das amostras e essa interface envolve
varios processos fisico-quimicos que refletem na atracdo ou repulsdo relativa
destes. Esses fenbmenos, em geral, sdo forcas intermoleculares fracas do tipo
Van der Walls, pontes de hidrogénio, transferéncias de cargas, interacdes idnicas,
além de processos de adsorgdo, particdo, exclusdo por tamanho molecular,
contracorrente, complexacéo e outros (Nascimento, 2004; Ciola, 1998).

Ha dois principais mecanismos envolvidos no retardamento da passagem
de um composto pela coluna. Em colunas de fase inversa, a fase estacionaria &
menos polar que o solvente (fase movel). Desta maneira, pode-se dizer que, na
cromatografia de fase inversa os compostos apolares, ou fracamente polares, sao
mais fortemente retidos na fase estacionaria do que na fase moével. A retencéo na
fase estacionaria é tanto maior, quanto menor é a sua solubilidade na fase movel.
Na cromatografia liquida de fase inversa utilizam-se, como adsorventes da fase
estacionaria, substancias quimicamente modificadas com ligacdes de grupos
funcionais (Lewandrowski, 2002).

Por outro lado, quando a fase estacionaria € mais polar que a fase movel,
designou que a cromatografia liquida € de fase normal. Desta forma, em uma
solugéao contendo compostos mais polares que outros, 0S compostos mais polares
vao ter uma maior afinidade com a fase estacionaria, saindo da coluna de

separacdo mais tarde do que os compostos menos polares. Na cromatografia
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liguida de fase normal, os adsorventes da fase estacionaria mais utilizados séo
normalmente a silica e a alumina (Porto, 2014).

O conhecimento das forcas envolvidas no processo de separagcdo €
fundamental para entender o processo cromatografico e desta forma propor
condi¢cbes ideais, determinando o comportamento do sistema e elegendo a
combinacao entre as fases estacionaria e mével para obter resultados desejaveis
(Goncalves, 2005).

3.1.2.3. Termostato para Coluna

Os termostatos ou fornos de coluna sdo uma das partes mais simples de
um cromatografo liquido. Constituem apenas uma céamara com isolamento
térmico e uma resisténcia para aquecimento. Apesar de sua simplicidade séo
extremamente importantes, pois a temperatura de separacdo € um dos fatores
que afetam a eficiéncia da separacdo cromatogréafica, sendo desejavel que essa
temperatura possa ser controlada pelo operador e esteja livre de influéncias da

variacdo da temperatura ambiente (Schulz, 2014).

3.1.2.4. Sistema de Deteccao

O detector mede as mudancas de concentragdo ou a massa dos
compostos da amostra que esta deixando a coluna do sistema cromatografico. A
interpretacdo dos dados registrados pelo detector produz informacbes
guantitativas e qualitativas sobre a amostra e seus constituintes. A escolha de um
detector depende da sua sensibilidade, seletividade, precisdo e exatidado
adequadas para a execucao e o tempo da analise empregada (Gongalves, 2005).

Existem diversos tipos de detectores: detectores espectrofotométricos
(UV), de fluorescéncia (sensiveis a espécies que fluorescem), de indice de
refracdo, eletroquimicos, de massa, de dispersdo de luz, de radioatividade e
detectores especiais (Collins e Guimaraes, 1988).

De acordo com Skoog et al. (2002), um detector de CLAE deve seguir
alguns requisitos, dentre os quais se destacam:

» Boa sensibilidade para todos os solutos;

* Limite de detecc¢éo suficientemente baixo;
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» Boa estabilidade e reprodutibilidade do sinal;
» Resposta rapida do sensor;
» Detector com menor volume possivel.

Além disso, o detector deve possuir algumas caracteristicas adicionais as
referidas anteriormente, que vao afetar a aplicacdo do mesmo. Sendo assim, o
sinal do detector deve ser o menos possivel influenciado pela temperatura, pela
velocidade do fluxo e pela composicdo da fase movel, para que seja garantida
uma correta deteccdo dos analitos. Desta forma, o detector deve ser adequado
aos componentes que se pretendem analisar e que percorrem a coluna
cromatografica, para que a eficacia da deteccdo e quantificacdo dos mesmos seja
elevada (Collins e Guimaréaes, 1988).

Portanto, devido a estas iniumeras potencialidades a CLAE, tem sido nos
altimos anos a técnica mais empregada na analise de substancias fendlicas,
principalmente os flavonoides e suas demais subclasses (Dutra e Ribani, 2010).

Sendo assim, a validacdo de um método para a andlise das substancias
fendlicas presentes, em especial na espécie de Capsicum baccatum, é de
extrema importancia para garantir a confiabilidade do método e de seus

resultados.

3.2. Validacao de Metodologia

Para garantir que um novo método analitico gere informacdes confiaveis e
interpretaveis sobre a amostra, ele deve ser submetido a uma avaliacdo
denominada de validacdo (Ribani et al.,, 2004). Validar significa provar e
documentar resultados que indiguem que o método é seguro dentro dos limites
estabelecidos, e que com sua aplicacdo se conseguem os resultados desejados
(Gil, 2010).

A legislacdo em vigor no Brasil é a resolucdo da ANVISA RE n°899, de 29
de maio de 2003, segundo a qual a validacdo deve garantir, por meio de estudos
experimentais, que o meéetodo atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados (Lowen, 2003).

De acordo com a Tabela 1, os testes utilizados para validacdo analitica
sao divididos em 4 categorias, diferindo entre si por finalidade a que se destina:

categoria |, testes quantitativos para determinacdo do principio ativo em produtos
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farmacéuticos ou matérias-primas; categoria Il, testes quantitativos ou ensaio
limite para determinagdo de impurezas e produtos de degradacdo em produtos
farmacéuticos e matérias-primas; categoria lll, teste de performance (dissolucéo,
liberacdo do ativo, dentre outros); categoria 1V, teste de identificacdo (Anvisa,
2003). No presente trabalho utilizard a categoria | que se refere & matéria-prima
por ser um extrato vegetal.

Segundo Paula (2004), muito se tem falado sobre validacéo, certificacédo e
qualificacédo de instalacédo, equipamento, processo e metodologia analitica, porém
a falta de definicGes padronizadas de linguagem do setor cria uma barreira para o
entendimento total dos termos.

A busca da qualidade total requer um dominio amplo de cada fase do
processo produtivo. Neste caso, a validacdo € a ferramenta adequada para
garantir a confiabilidade de instalacdo deste processo, bem como de
componentes-chave que incluam qualificacdo de equipamentos, instalacéo,

fornecedores e a validacédo de metodologias analiticas (Gil, 2010).

Tabela 1. Caracteristicas requeridas para validacdo pela RE n° 899.

Parametro Categoria Categoriall Categoria Categoria  Categoria
! Quantitativo L A Y
Ensaio
limite
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim N&o * N&o
Intervalo Sim Sim * * Nao
Precisao Sim Sim N&o Sim N&o
Repetibilidade
Precisao ** o N&o ** N&o
Intermediaria
Limite de Nao N&o Sim * N&o
deteccao
Limite de N&o Sim N&o * N&o

Quantificacao
Exatidao Sim Sim * * Nao
Robustez Sim Sim Sim Nao Nao

* Pode ser necessério, dependendo da natureza do teste especifico.
**Se houver comprovacdo da reprodutibilidade, ndo € necessaria a comprovagdo da
Precisé@o Intermediaria.
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Portanto, a validagdo da metodologia analitica constitui-se na atividade
essencial e inicial de um programa de garantia de qualidade bem estruturado (Gil,
2010). Nesse sentido, a validacdo de uma metodologia € necessaria para garantir
que o método é apropriado a finalidade pretendida, ou seja, a determinacdo de
modo qualitativo, semiquantitativo e quantitativo (Stenger, 2011).

A validacdo se aplica a técnicas que utilizem Cromatografia em Fase
Gasosa de Alta Resolugcdo (CG) e CLAE e também a métodos nao
cromatograficos, como titulometria, espectrofotometria UV visivel e ainda para
testes imunoldgicos e microbioldgicos (Anvisa, 2003).

A validacdo de um meétodo que utiliza técnicas cromatograficas pode ser
considerada como a soma de diferentes etapas de validacao a serem incluidas no
processo analitico. Em geral, a validacdo do método envolve a execugdo e a
interpretacdo de uma série de experimentos a fim de avaliar as caracteristicas do
meétodo. Logo, todas as variaveis de um método devem ser consideradas, tais
como: procedimento de amostragem, preparacdo da amostra, separacao
cromatografica, deteccdo e avaliagdo das variaveis (Lancas, 2004).

Além disso, os estudos de validacdo envolvem a avaliacdo de
caracteristicas de desempenho do método, em condi¢des experimentais definidas
de forma a garantir a sua aplicabilidade ao nivel do intervalo de concentracoes e
tipos de amostras. Especialmente, no caso de fitoterapicos e extratos vegetais, a
validacdo deve seguir a metodologia analitica, no entanto, os resultados podem
seguir os critérios de aceitacdo estipulados para métodos bioanaliticos,
considerando-se a complexidade do extrato vegetal, permitindo limites de
aceitacdo maiores em relacdo aos metodos analiticos (Anvisa, 2013; Klein, et al.,
2009).

Entende-se como método bioanalitico aquele que utiliza matriz bioldgica. A
importancia de garantir o resultado confiavel para um método bioanalitico através
da sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade estd sendo cada vez
mais reconhecida e exigida. As variaveis analiticas normalmente utilizadas para
validagdo s&o: linearidade, seletividade, limite de detecgao, limite de
quantificacdo, preciséo, exatidao e robustez (Ribani et al., 2004).
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3.2.1 Linearidade

A linearidade é a resposta obtida em funcao da capacidade do método em
fornecer resultados diretamente proporcionais a concentracdo da substancia a ser
analisada, dentro de uma faixa de aplicagéo (Swartz e Krull, 1998; ICH, 1995).

Recomenda-se que o teste seja realizado com, no minimo, 5
concentracOes diferentes do analito (ICH, 2005; Anvisa, 2003). Pode ser expressa
como uma equacéo de reta chamada de curva analitica, através da relacdo entre
o sinal medido (4rea do pico) e a concentracdo da substancia fendlica de
interesse a ser quantificada (Barros et al., 2002). A estimativa dos coeficientes de
uma curva analitica a partir de um conjunto de medicdes experimentais pode ser
efetuada usando o método matematico conhecido como regressao linear
(Custodio et al.,, 1997). Sendo também possivel calcular, a partir dos pontos
experimentais, o coeficiente de correlacéo (r*) (Chui et al., 2001). Como critério de

aceitacdo a Anvisa (2013) estipula um coeficiente de correlacdo igual a 0,98.

3.2.2 Seletividade

E a capacidade que o método possui de avaliar a substancia na presenca
de outros componentes como impurezas, produtos de degradacdo e componentes
da matriz (Anvisa, 2003; Inmetro, 2003), garantindo que o pico de resposta seja
exclusivamente do composto de interesse (Vessman et al., 2001). Logo, se a
seletividade néo for assegurada, tais parametros como a linearidade, a exatidao e
a precisdo estardao seriamente comprometidos.

A seletividade pode ser obtida de varias maneiras. Uma forma de avaliar a
seletividade em um método analitico por CLAE € o método de adigdo padrdo, pois
ndo é possivel obter a matriz isenta do analito. Neste caso, € feito duas curvas
analiticas, uma com adi¢do da substancia de interesse na amostra e a outra sem
a presenca da matriz. Comparando-se entdo as duas curvas analiticas, caso elas
sejam paralelas, pode-se dizer que nao ha interferéncias de outros componentes
da matriz na determinacdo da substéncia de interesse, portanto, o método é

seletivo (Inmetro, 2003).
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Uma segunda maneira € através da avaliagdo com detectores modernos
(arranjo de diodos, espectrometro de massas), que comparam 0 espectro do pico
obtido na separacédo com o de um padrao e utiliza-se isto como uma indicacao da
presenca do composto puro (Vessman et al., 2001; Huber, 1998; Jenke, 1998).

Outro procedimento para avaliar a seletividade é através da coleta do
composto de interesse e realizagdo de nova andlise por outra técnica
cromatografica, ou com métodos e técnicas que sdo especificos para a estrutura
da substéncia de interesse como, por exemplo, espectrometria de massas,
ressonancia magnética nuclear, espectroscopia no infravermelho ou bioensaios

especificos (Jenke, 1998).

3.2.3 Limite de Deteccéao (LD) e Limite de Quantifi cacéo (LQ)

Os termos limite de quantificagéo e limite de deteccdo sao utilizados para
demonstrar a habilidade do método em quantificar/detectar baixas concentracées
de um analito (Cassiano et al.,2009; Friedrich et al., 2009).

O limite de deteccdo (LD), € a concentracdo minima da substancia a
analisar que pode ser detectada pelo método com preciséo e exatiddo adequadas
e pode ser calculado baseado em parametros da curva analitica (Ribani et al.,
2004).

Para métodos instrumentais como CLAE, CG, o limite de deteccdo pode
ser estimado pela concentracdo correspondente a um pico trés vezes maior que 0

ruido na linha de base. Outro modo seria utilizando a equacéo 1 (Anvisa, 2003):

LD: (DPax 3)/IC Equacédo 1

Onde:

LD: limite de deteccéo;

DPa: desvio padrédo do intercepto com o0 eixo y ou coeficiente linear, de no
minimo, trés curvas de calibragdo construidas contendo concentracbes da
substancia de interesse préximas ao limite de quantificacdo ou pode ser obtido a
partir da curva de calibracdo proveniente da analise de um nimero apropriado de

amostras do branco;
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IC: inclinagdo da curva de calibragao ou coeficiente angular.

O limite de quantificacdo (LQ), por sua vez, € a menor concentracdo da
substancia a analisar que pode ser quantitativamente determinada com valores
aceitaveis de preciséo e exatiddo (Emer e Miller, 2005; Ribani et al., 2004). Assim
como o LD, é utilizada uma solucdo com concentragfes decrescentes até o
menor nivel determinavel com precisdo e exatiddo que produzam um pico dez
vezes maior que o ruido de linha base ou pode ser calculado pela equacéao 2
(Anvisa, 2003):

LQ: (DP ax 10)/IC Equacéo 2

Onde: LQ: limite de quantificagéo.

E importante mencionar que tanto o LD e o LQ sdo influenciados
diretamente pelas condicbes cromatograficas, devendo entdo ser asseguradas,
através da conformidade do sistema, as melhores condi¢cdes cromatograficas
possiveis e também qualidade e tempo de uso da coluna cromatogréafica (Lancas,
2004; Ribani et al., 2004).

3.2.4 Precisao

A precisdo de um método analitico é a medida dos erros aleatorios
(Cassiano, et al., 2009; Anvisa, 2003) e representa a dispersdo de resultados
entre ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras
semelhantes ou padrdes, sob condi¢des definidas (Inmetro, 2003; ICH, 1995). Em
validacdo de métodos, o numero de determinacdes € geralmente pequeno e o

que se calcula é a estimativa do desvio padrdo absoluto (s).

S = ||E(xE _sz
n—1

N
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x € a média aritmética de um pequeno numero de medi¢cdes (média das
determinacdes), sendo uma estimativa de m, a meédia verdadeira (média da

populacao); x; € o valor individual de uma medicao e n € o nimero de medi¢des.

A precisdo também pode ser expressa através do intervalo de confianca da
meédia, que é uma faixa de valores na qual existe uma determinada probabilidade

de se encontrar um certo valor de uma variavel, calculada pela equacéao:

Intervalo de confianga da media =% + t,_,

g

em que: t,.; = valor critico da distribuicdo de Student com n-1 graus de liberdade.
O valor t é tabelado e apresenta valores para diferentes niveis de confianca.
Outra expressdo da precisdo € através da estimativa do desvio padrao

relativo (DPR), também conhecido como coeficiente de variacédo (CV).

DPR (%)ou CV (%) = = .100

=il ta

Normalmente, métodos que quantificam compostos em macroquantidades
requerem um RSD de 1 a 2%. Em métodos de analise de tracos ou impurezas,
sdo aceitos DPR de até 20%, dependendo da complexidade da amostra (Huber,
1998).

A precisdao em validacdo de métodos € considerada em trés niveis

diferentes: repetibilidade; preciséo intermediaria; reprodutibilidade.

Repetibilidade (Preciséo Intradia)

Define a precisdo do método em repetir, em um curto intervalo de tempo,
os resultados obtidos nas mesmas condi¢cdes de andlise, ou seja, com 0 mesmo
analista, mesmo equipamento, mesmo laboratorio e utilizando os mesmos
reagentes (Cassiano, et al., 2009; Anvisa, 2003).

E importante mencionar que o termo repetibilidade é adotado pela ANVISA.
Por outro lado, o Inmetro utiliza o mesmo conceito para o termo de repetitividade
(Anvisa, 2003).
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Ainda segundo a Anvisa (2003) e ICH (1995) sugerem que a repetibilidade
seja verificada a partir de um minimo de nove determinac¢des cobrindo o limite
especificado do procedimento (ex.: trés niveis, trés repeticbes cada um), ou a
partir de um minimo de seis determinacfes a uma concentracao similar ao valor
esperado. Ja o Inmetro (2003) recomenda sete ou mais repeticdes para o calculo
da estimativa do desvio padrao.

A repetibilidade envolve varias medi¢coes da mesma amostra, em diferentes
preparacdes e €, algumas vezes, denominada precisao intraensaio (Shabir, 2003,
Green, 1996) ou intracorrida (Anvisa, 2003) e pode ser expressa através da
estimativa do desvio padrao relativo (DPR).

Precisao Intermediaria (Interdias)

Define a habilidade do método em fornecer os mesmos resultados quando
as analises sao conduzidas no mesmo laboratério, mas em diferentes dias. Para a
determinacdo da precisdo intermediaria, recomenda-se um minimo de 2 dias
diferentes com analistas diferentes (Cassiano et al., 2009; Friedrich, et al., 2009).

A precisdo intermediaria é reconhecida como a mais representativa da
variabilidade dos resultados em um d(nico laboratério e, como tal, mais
aconselhavel de ser adotada. A preciséo intermediaria pode ser expressa atravées

da estimativa do desvio padrao relativo (DPR).

Reprodutibilidade

De acordo com o Inmetro (2000), a reprodutibilidade representa o grau de
concordancia entre os resultados das medicbes de uma mesma amostra,
efetuadas sob condi¢Ges variadas (mudanca de operador, local, equipamentos,
etc.). A reprodutibilidade refere-se aos resultados dos estudos de colaboracdo
entre laboratorios e deve ser considerada em situacées como a padronizacdo de
procedimentos analiticos a serem incluidos, por exemplo, em farmacopeias,
procedimentos do CODEX, etc.

E muito comum encontrar desacordo entre métodos analiticos. Isto aparece
quando varios laboratérios analisam uma amostra em comum, em estudos

colaborativos. Frequentemente, altas variacbes sao observadas entre os
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resultados. Assim, os dados provenientes de apenas um laboratério ndo sdo
suficientes para avaliar a reprodutibilidade do método. Estudos colaborativos néo
sdo somente indispensaveis para avaliagcdo da reprodutibilidade, eles também
podem ser de grande ajuda para testar a exatidao do método (Vial e Jardy, 2001).

A IUPAC néo aconselha tirar conclusées com menos de cinco laboratorios
e recomenda oito laboratorios em seu guia atual (Thompson, et al., 2002). Além
disso, mais critico que o numero de laboratorios envolvidos € que estes possuam

competéncia e habilidades similares aqueles que usarao o método em rotina.

3.2.5 Exatidao

A exatidao expressa o0 grau de concordancia entre o valor encontrado e o
valor aceito como verdadeiro ou como referéncia. Assim, uma variacdo expressa
como 105% indicaria uma tendéncia positiva de desvio de 5%, enquanto uma
exatiddo expressa como 95% significaria uma tendéncia negativa de 5%. E
importante mencionar que um valor exato ou verdadeiro é o valor obtido por uma
medicao perfeita e este valor € indeterminado por natureza (Lancas, 2004).

O numero de ensaios varia segundo a legislacdo ou diretriz adotada e
também com as caracteristicas da pesquisa. A ICH (1995) estabelece que um
minimo de nove determinagfes envolvendo um minimo de trés diferentes niveis
de concentracédo deve ser obedecido. Por exemplo, ensaios em triplicata para trés
niveis de concentracdo. Esta recomendacdo € também adotada pela Anvisa
(2003).

Os processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método séo:
materiais de referéncia certificada; comparacdo de meétodos; ensaios de

recuperacéo e adicdo de padrao (Emer e Miller, 2005; Ribani et al., 2004).

Materiais de Referéncia Certificados (CRM)

Os CRM sé&o materiais de referéncia acompanhados de um certificado que
possui o valor de concentracdo de uma dada substancia, ou outra grandeza para
cada parametro e uma incerteza associada. Os valores obtidos pelo laboratério (a
meédia e a estimativa do desvio padrdo de uma série de replicatas) da mesma

amostra padrao devem ser comparados com os valores certificados do material
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de referéncia, para verificar a exatiddo do método. Os materiais de referéncia
certificados sao fornecidos por organismos reconhecidos e confiaveis, como NIST
("National Institute of Standards and Technology" - USA), LGC ("Laboratory of the
Government Chemist" - UK), USP, FAPAS ("Food Analysis Performance
Assessment Scheme" - UK), entre outros (Ribani et al., 2004).

Comparacéo de Métodos

Consiste na comparacdo entre resultados obtidos empregando-se o
método em desenvolvimento e os resultados conseguidos através de um método
de referéncia, avaliando o grau de proximidade entre os resultados obtidos pelos
dois métodos, ou seja, o grau de exatiddo do método testado em relacédo ao de
referéncia. Esta abordagem assume que a incerteza do método de referéncia é
conhecida. As analises séo efetuadas em replicata, utilizando os dois métodos em
separado (0 método em desenvolvimento e o método de referéncia), sobre as
mesmas amostras, em uma faixa de concentraces em que se pretende validar o
método (Ribani et al., 2004).

Ensaios de Recuperacéo

A recuperacédo (ou fator de recuperacao), R, € definida como a proporcéo
da quantidade da substéncia de interesse, presente ou adicionada na porcao
analitica do material teste, que € extraida e possivel de ser quantificada
(Thompson et al., 1999).

As medicdes de recuperacdo sdo as mais comuns devido a dificuldade em
se obter CRM (que, para certas aplicacdes, nem existem) e sdo expressas em
termos de porcentagem da quantidade medida da substadncia em relacdo a
quantidade adicionada na matriz (branco ou placebo), em um determinado
namero de ensaios (Burns et al.,2002).

E importante considerar como a eficiéncia do método varia em fungéo da
concentragdo da substancia. Na maioria dos casos, a dispersdo dos resultados
aumenta com a diminuicdo da concentracdo e a recuperacdo pode diferir
substancialmente a altas e baixas concentracdes. Por esse motivo, a recuperacao

deve ser avaliada na faixa de concentracdo esperada para o composto de
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interesse. Isto pode ser feito adicionando a substancia em pelo menos trés
diferentes concentracdes, por exemplo, préximo ao limite de quantificagéo,
proximo a concentracdo maxima permitida pelo método em teste e em uma
concentracdo proxima a média da faixa de uso do método (Garp, 1999).

A limitacdo do procedimento de recuperagdo € a de que a substancia
adicionada ndo estd, necessariamente, na mesma forma que a presente na
amostra. Isso pode implicar, por exemplo, na presenca de substancias
adicionadas em uma forma que proporcione melhor deteccdo, ocasionando
avaliacOes excessivamente otimistas da recuperacdo. Pelo fato de outros
componentes da matriz poderem interferir na separacdo, deteccdo ou na
quantificacdo da substancia, efeitos dos componentes da matriz devem ser

investigados (Ribani et al., 2004).

Adicao Padrao

No método de adicdo padrédo, quantidades conhecidas da substancia sao
adicionadas em diferentes niveis em uma matriz da amostra, antes do
procedimento de preparo da amostra, que ja contenha quantidades
(desconhecidas) da substancia (Andrade, 1987). Em geral, para adicdo padrao,
uma boa abordagem é adicionar 25, 50 e 100% da concentracdo esperada da
substancia na matriz (Snyder et al., 1997).

A amostra sem adi¢cdo do padréo e cada uma das amostras com o padrao
adicionado devem ser analisadas e as quantidades medidas relacionadas com a
quantidade adicionada. Este método € usado quando for dificil ou impossivel
preparar um branco da matriz sem a substancia de interesse. Um exemplo seria a
andlise de b-caroteno em amostras de mamao, nas quais o b-caroteno sempre

estara presente (Ribani et al., 2004).
3.2.6 Robustez
De acordo com o Inmetro (2003), a robustez de um método analitico mede

a sensibilidade que este apresenta em relacdo a pequenas variagcdes que podem

ocorrer durante as analises de rotina. Considera-se que um meétodo é robusto
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quando ele ndo é afetado por uma modificagdo pequena e deliberada em seus
parametros.

Em CLAE, a robustez pode ser avaliada, por exemplo, variando-se o
conteudo de um dos constituintes da fase movel em + 2%, o pH da fase movel em
0,1 unidades de pH ou a temperatura da coluna em + 5 °C. Se estas mudancgas
estiverem dentro dos limites de exatiddo, precisao e seletividade aceitaveis, entao
0 meétodo possui robustez e tais variacbes podem ser incorporadas ao
procedimento (Ribani et al., 2004).

Na tabela abaixo estdo descritos os principais parametros que podem

resultar em variacao na resposta do método.

Tabela 2. Fatores que devem ser considerados na determinagao da robustez de
método analitico (BRASIL RE 899, 2003).

Preparo das Amostras Estabilidade das solu¢des analiticas
Tempo de extracao
Espectrofotometria Variacéo do pH da solucéo
Temperatura
Diferentes fabricantes de solventes
Cromatografia Liquida Variacdo do pH da fase movel

Variagdo na composicao da fase movel
Diferentes lotes ou fabricantes de coluna
Temperatura
Fluxo da fase movel
Cromatografia Gasosa Diferentes lotes ou fabricantes de coluna
Temperatura
Velocidade do gas de arraste

Logo, constata-se a importancia da CLAE, principalmente no que tange
controle de qualidade e validacdo de métodos para analise de extratos vegetais,
pois proporciona separacdo prévia e permite identificar e quantificar as
substancias (Nascimento et al., 2008). Entretanto, a identificacdo e quantificacéo
de uma substancia por um método analitico s6 se torna confidvel quando advinda
de uma metodologia validada, o que garante comparabilidade e rastreabilidade
(Ribani et al., 2004).
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3.3 Capsicum baccatum: Uma Viséo Geral

Plantas condimentares, tais como as pimentas do género Capsicum
pertencem a familia Solanaceae, da qual também fazem parte os pimentdes, o
tomate, a batata, a berinjela e o jil6 (Castro et al., 2011).

Divisdo: Spermatophyta,

Filo: Angiospermae,

Classe: Dicotileddnea,

Ramo: Malvales-Tubiflorae,

Ordem: Solanales (Personatae),

Familia: Solanacea,

Género: Capsicum (Wagner, 2003).

As pimentas do género Capsicum estdo entre 0s vegetais e especiarias
mais antigos do mundo (Guzman et al., 2010). Em funcdo dos excelentes
atributos nutricionais e sensoriais, e a promoc¢ao de beneficios a saude, estes
vegetais sdo uns dos mais consumidos mundialmente (Di Cagno et al., 2009).

E importante mencionar que as pimentas deste género sio o segundo
tempero mais comercializado no mundo, perdendo apenas para as pimentas do
género Piper, conhecidas como pimentas do reino (Bosland e Votava, 2012).

O género Capsicum caracteriza-se por apresentar uma grande variacao
morfolégica, com frutos de tamanhos, formatos, cores e grau de pungéncia
(ardéncia, caracteristica conferida pela presenca de capsaicinoides) variados
(Carvalho e Biachetti, 2004).

Ainda segundo Carvalho e Biachetti (2004), a coloracdo do fruto maduro é
geralmente vermelha, podendo variar desde amarelo-leitoso ao roxo, ou preto. O
formato varia de acordo com as espécies, existindo frutos alongados,
arredondados, triangulares ou coénicos, quadrados e campanulados. Por
observacdo de determinadas caracteristicas e usos, sdo separados e
classificados popularmente como pimentas e pimentdes. Assim, 0s pimentdes
apresentam frutos grandes e largos, formato quadrado a conico, paladar ndo
pungente (doce), enquanto as pimentas apresentam, em sua maioria, frutos
menores que 0s pimentdes, formatos variados e paladar predominantemente

pungente.
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Wahyni et al. (2013) relatam que a pimenta Capsicum compreende cerca
de 30 espécies diferentes, das quais apenas cinco sao comumente cultivadas e
utilizadas pelo homem: Capsicum anuum L., Capsicum chinense Jacq., Capsicum
frutescens L., Capsicum baccatum L., e Capsicum pubescens (Tabela 3). O
centro de origem das pimentas do género Capsicum € o continente americano,
porém elas se desenvolvem em regides tropicais e temperadas por todo o mundo
(Bae et al., 2012).

Apesar de serem nativas da América, 0s maiores consumidores e
produtores das pimentas Capsicum sdo a China, india e México (Bosland e
Votava, 2012).

Tabela 3. Algumas das espécies de género Capsicum.

Capsicum annum
Capsicum baccatum
Capsicum abbreviatum
Capsicum breviflorum
Capsicum buforum
Capsicum brasilianum
Capsicum campylopodium
Capsicum cardenasii
Capsicum chacoense
Capsicum chinense
Capsicum chlorocladium
Capsicum ciliatum

Capsicum coccineum

Capsicum cornutum
Capsicum dimorphum
Capsicum dusenii
Capsicum eximium
Capsicum exile
Capsicum fasciculatum
Capsicum fastigiatum
Capsicum flexuosum
Capsicum frutescens
Capsicum galapagoense
Capsicum geminifolium
Capsicum hookerianum

Capsicum lanceolatum

Capsicum leptopodum
Capsicum lycianthoides
Capsicum luteum
Capsicum minutiflorum
Capsicum mirabile
Capsicum mositicum
Capsicum parvifolium
Capsicum pubescens
Capsicum schottianum
Capsicum scolnikianum
Capsicum tetragonum
Capsicum tovarii

Capsicum villosum

[ ] Principais espécies cultivadas do género Capsicum no continente americano,

inclusive no Brasil.

Segundo Ribeiro et al. (2008), as pimentas fazem parte da biodiversidade e
da riqueza cultural brasileira. No Brasil, todas as regides brasileiras sao
produtoras e consumidoras de pimenta (Capsicum spp.), sendo a producdo
destinada tanto para 0 consumo in natura, como para o processamento (Dutra et
al., 2007).
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As pimentas sédo largamente utilizadas industrialmente como corantes,
aromatizantes, conservantes, componentes de molhos, sopas, carnes
processadas, doces e em bebidas alcoodlicas (Kollmannsberger et al., 2011; Pino
et al., 2007). Além disso, as caracteristicas de pungéncia e aroma, juntamente
com sua grande variedade de cores, formas e tamanhos, favorecem o uso de
pimentas na elaboracéo de vérios alimentos (Di Cagno et al., 2009). As pimentas
também séo muito usadas para tornar os alimentos mais agradaveis ao paladar,
assim como séao utilizadas para aumentar o tempo de vida util de alimentos e séo
fontes de antioxidantes naturais (Reifschneider, 2000).

Estes frutos apresentam uma série de compostos benéficos a saude, tais
como vitaminas, carotenoides, compostos fendlicos e capsaicinoides (Wahyuni et
al., 2011; Oyagbemi et al., 2010; Edge et al., 1997; Rice- Evans et al., 1997).
Nesse sentido, é crescente o interesse dos consumidores pelas pimentas do
género Capsicum, ndo s6 por sua pungéncia, sabor e aroma, mas também pela
diversidade de propriedades nutricionais, funcionais e sua aplicacdo na indastria
de alimentos, na farmacologia, ha odontologia e na medicina (Pinto et al., 2013).

A espécie Capsicum baccatum L. var. pendulum, é popularmente
conhecida no Brasil como: “Pimenta-chapéu-de-frade” e “pimenta-dedo-de-moca”.
A pimenta chapéu-de-frade é uma pimenta com baixo teor de capsaisicina e por
isso é considerada uma pimenta doce, ja a pimenta dedo-de-moca tem
guantidades variaveis de capsaicina variando de moderado a alto e por isso é
considerada uma pimenta picante (Wahyuni et al., 2013).

C. baccatum var. pendulum, estudada nesse trabalho, é amplamente
difundida nas regides tropicais da América do Sul (Basu e De, 2003) e inclusive
no Brasil, principalmente nas regides sul e sudeste (Bogusz et al., 2012).
Apresenta corola branca com manchas amareladas ou esverdeadas, anteras
amarelas, uma flor por no, caule ereto, frutos largos, pendentes e persistentes
(Albrecht et al., 2012a; Albrecht et al., 2012b; Jarret, 2007; Carvalho et al., 2006).
Os calices dos frutos maduros séo dentados e nao possuem constricdo anelar na
juncao do pedicelo. Os frutos (Figura 5) sdo do tipo baga, podendo apresentar
véarias formas e cores, geralmente quando imaturos possuem a coloracéo verde e
qguando maduros a coloracédo vermelha podendo variar. Com relacéo a polpa, esta
apresenta consisténcia firme e as sementes se caracterizam pela coloragdo cor

de palha. Suas flores (Figura 6) sdo isoladas, pequenas, hermafroditas e se
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apresentam de uma a duas por né. Na antese, os pedicelos sdo geralmente
eretos. A corola é branca e sempre apresenta um par de manchas amarelas ou
esverdeadas na base de cada lobo das pétalas e as anteras sdo amarelas
(Carvalho e Biachetti, 2004).

Figura 5. Fruto de Capsicum baccatum var. pendulum.

Figura 6. Flor de Capsicum baccatum var. pendulum.

Os resultados obtidos, a partir das analises por CLAE, oriundos do extrato
etandlico da espécie Capsicum baccatum, mostraram que o0 acesso 1613, se
destacou dos demais acessos, por apresentar o maior teor das substancias
fendlicas analisadas (Assis, 2014). E por essa razao, o acesso 1613 foi 0 acesso
selecionado como alvo de estudo, e desta forma, sera a amostra utilizada para a
validacdo de metodologia, por estar presente trés dos padrées avaliados: acido

clorogénico (Figura 7), quercetina (Figura 8) e rutina (Figura 9).
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Figura 7. Estrutura quimica do acido clorogénico.
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Figura 8. Estrutura quimica do flavonoide quercetina.
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Figura 9. Estrutura quimica do flavonoide rutina.

Ha relatos na literatura quanto a presenca destas substancias em pimentas
do género Capsicum, embora para a espécie C. baccatum, sejam poucos. Dentre
estes relatos, pode-se citar o trabalho de Wahyuni et al. (2011), que observaram a
presenca do flavonoide quercetina, e o trabalho de Kappel (2008), que em uma
analise do perfil quimico, verificou a presenca do acido clorogénico, do acido
caféico e da rutina.

No entanto, ndao foram observados relatos na literatura sobre a
quantificacdo de moléculas fendlicas, como os flavonoides quercetina e rutina, e o
acido clorogénico para pimentas da espécie C. baccatum, a fim de se comparar

com os resultados obtidos no trabalho realizado por Assis (2014).

3.4 Composi¢ado Quimica

Nos ultimos anos, as espécies do género Capsicum tém atraido o interesse
de pesquisadores, tanto por serem utilizadas como especiarias quanto também

das diversas aplicacbes terapéuticas, como nos casos para 0 tratamento de
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artrite, reumatismo, dor de estdbmago, erupcdes na pele, mordidas de cobra, no
tratamento de feridas, entre outras (Meghvansi et al., 2010).

Estas diversas aplicacdes sdo atribuidas devido a presenca de uma grande
variedade de componentes quimicos em sua composicao, tais como a capsaicina
e seus analogos estruturais (0s capsaicinoides), os carotenoides, os polifendis e
varios componentes volateis, especialmente as pirazinas e os acidos organicos
(Nufies-Ramizes et al., 2011; Topuz et al., 2011; Wahyuni et al., 2011).

Neitzke (2012) relata que os frutos de pimentas do género Capsicum Ssao
fontes importantes de antioxidantes naturais, tanto como 0s carotenoides, quanto
vitamina C, antocianinas e vitamina E.

Estas pimentas também sdo ricas em capsaicinoides, alcaloides
presentes, responsaveis pelo sabor picante, quente ou ardente e possuem
propriedades antioxidantes, antiinflamatoria, antimutagénica, quimiopreventiva
(Pinto et al., 2013) e efeito antibactericida em determinados grupos de bactérias
(Topuz e Ozdemir, 2004). Dentre os varios capsaicinoides, dois sao
predominantes: capsaicina e dihidrocapsaicina (Giuffrida et al., 2013; Meckelmann
et al., 2013; Topuz; Ozdemir, 2007). Meckelmann et al. (2013) demonstraram que
a capsacina representou 55% a 70% e a diidrocapsacina 27% a 40% dos
capsaicinoides, de 36 variedades de Capsicum baccatum (Figura 10).
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Figura 10. Estrutura quimica de alguns capsaicinoides que ocorrem em maior

guantidade no género Capsicum. (Fonte: Giuffrida et al., 2013).

Nos ultimos anos é crescente a preocupacdo com o papel da dieta na
saude e na qualidade de vida, sendo cada vez maior o interesse por produtos
naturais que venham a contribuir com diferentes propriedades biolégicas
benéficas a saude. A comunidade cientifica, impulsionada por essa perspectiva,
tem voltado suas pesquisas para a busca de compostos bioativos presentes,
principalmente, em produtos naturais (Melo, 2010).

Estudos mostram que de fato, as pimentas além da grande utilizacdo como
tempero e seus efeitos analgésicos reconhecidos, também exibem uma extensa
gama de propriedades fisiologicas e farmacologicas, como propriedades anti-
inflamatorias, antioxidantes e hipocolesterolémicas provavelmente associadas a
presenca de capsaicinoides, de vitaminas e de polifenéis (Arora et al., 2011,
Lépez et al., 2012; Oliveira, 2011; Kappel, 2008).

Logo, muitas pesquisas vém sendo realizadas com especiarias visando um
estudo mais aprofundado dos seus constituintes, seus mecanismos de acéo e,
possivelmente, aplicacdes de interesse industrial principalmente devido as suas
propriedades antioxidantes (Mariuti e Bragagnolo, 2007; Porte e Godoy, 2008;
Hubaib et al., 2002).

Nesse contexto, destacam-se 0s compostos fendlicos, amplamente
encontrados na natureza como produtos do metabolismo secundario das plantas,

e que apresentam diversas propriedades biolégicas benéficas (Melo, 2010).

3.5 Compostos Fendlicos

De acordo com Taiz e Zeiger (2013) os compostos fendlicos formam um

grupo quimicamente heterogéneo e bastante representativo no reino vegetal, com
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aproximadamente dez mil compostos. Esses compostos sdo formados por um
grupo fenol, o qual se caracteriza por uma hidroxila funcional ligada a um anel

aromatico (Figura 11).

OH

Figura 11. Estrutura quimica do fenol. (Fonte: Taiz e Zeiger, 2013).

Os compostos fendlicos englobam desde moléculas simples até moléculas
com alto grau de polimerizacao, divididos em duas categorias: pouco distribuidos
na natureza, e polimeros largamente distribuidos na natureza. No primeiro grupo,
encontra-se um numero bem reduzido, embora com uma certa frequéncia. Nesse
grupo, estdo os fendis simples, o pirocatecol, a hidroquinona e o resorcinol.
Pertencem ainda a essa familia os aldeidos derivados dos acidos benzoicos, que
sao constituintes dos 6leos essenciais, como a vanilina (Moreira e Mancini-Filho,
2004).

Dentre os compostos largamente distribuidos na natureza, estdo os
fendlicos encontrados geralmente em todo o reino vegetal, esse grupo pode se
dividir em flavonoides (antocianinas, flavonois e seus derivados) e acidos
fendlicos (acidos benzoico, cindmico e seus derivados) e cumarinas (Angelo e
Jorge, 2007).

Sabe-se que o0s compostos fendlicos sdo produtos secundarios do
metabolismo vegetal e integram um amplo e complexo grupo de fitoquimicos.
Além disso, sé@o biossintetizados a partir da via dos fenilpropanoides e séo
frequentemente conjugados com agucares, outros fendlicos e poliamidas (Torras-
Claveria et al., 2012).

Esses compostos séao originalmente obtidos nos vegetais por duas vias: a
do acido chiquimico e a do acido malénico, sendo a primeira via, responsavel pela
producdo da maior parte desses derivados. A partir do amino&cido fenilalanina (ou
tirosina), a fenilalanina amoénia liase remove uma amonia, convertendo o
aminoacido em 4&cido trans-cinamico, precursor da sintese de inumeros

fenilpropanoides, pertencentes a diferentes classes de compostos fendlicos, como
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flavonoides, ligninas, taninos, entre outros (Haida et al.,, 2011; Croteau et al.,
2009).

Os compostos fendlicos estédo entre as substancias com atividade biolégica
mais estudada em alimentos. Possuem influéncia direta sobre parametros
sensoriais, tais como conferéncia de cor e adstringéncia (Fernandez- Panchon et
al., 2011).

Altos teores de fendlicos em pimentas do género Capsicum sao relatados
na literatura (Rodriguez-Burruezo et al., 2009; Kappel et al., 2008; Oboh; Rocha,
2007; Suchandra, et al., 2007). Em molho fermentado de pimenta dedo-de-moc¢a
foram registrados teores de 0,37 mg/g equivalente de acido galico (EAG) (Moraes
et al., 2012), enquanto no fruto in natura alcangcaram 1,4 mg/g EAG (Antonious et
al., 2006).

Em Capsicum sédo encontrados diferentes tipos de compostos fendlicos.
Bae et al. (2012) em seu estudo quantificaram que 0s principais compostos
fendlicos encontrados em Capsicum sdo os flavonoides mirecetina, quercetina,
luteolina, kaempferol e apigenina. Ja Zhuang et al. (2012), em seu estudo
encontraram como compostos fendlicos majoritarios, acido gdélico e o acido
benzoico.

A gquantificacdo de compostos fendlicos pode ser avaliada por meio de uma
variedade de métodos. Todavia, 0 que utiliza o reagente de Folin-Ciocalteau é o
mais extensivamente empregado. Este reagente consiste na mistura dos acidos
fosfomolibidico e fosfotungstico, na qual, o molibdénio se encontra no estado de
oxidacdo (coloracdo amarela), porém, em presenca de certos agentes redutores,
como os compostos fendlicos, formam-se os chamados complexos molibdénio-
tungsténio azuis, cuja coloracdo permite a determinacdo da concentracdo das
substancias redutoras (Oliveira et al., 2009). Segundo 0s mesmos autores, 0 que
ocorre é a desprotonagdo dos compostos fendlicos em meio bésico, gerando os
anions fenolatos. A partir dai, ocorre uma reacdo de oxirreducdo entre anion
fenolato e o reagente Folin, na qual, o molibdénio sofre reducdo e o meio
reacional muda de coloragdo amarela para azul.

Os compostos fendlicos sédo reconhecidos por possuirem efeitos benéficos
a saude humana, tal capacidade se deve em virtude de sua natureza quimica,
atuam como agentes redutores, interrompendo a cadeia da reacdo de oxidacdo

através da doacgédo de elétrons ou de hidrogénio aos radicais livres, convertendo-
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0s em produtos termodinamicamente estaveis, ou complexando com metais,
componentes iniciadores da oxidacéo lipidica (Melo et al., 2008).

Essa atividade, por sua vez, dependerd das suas estruturas quimicas,
podendo ser determinada pela acdo da molcula como agente redutor, velocidade
de inativagdo do radical livre, reatividade com outros antioxidantes e potenciais de
quelacdo de metais (Oldoni, 2010).

Como resultado de sua atuacdo, esses antioxidantes fendlicos formam
produtos intermediarios estaveis, e se caracterizam por inibirem a oxidacao de
varios ingredientes do alimento, em principal os lipidios (Oldoni, 2010). Entretanto,
os compostos fendlicos sdo facilmente oxidaveis, seja pela acdo de enzimas
vegetais especificas ou pela influéncia de metais, radiacdo UV, calor ou meio
alcalino (Carpes, 2008).

Sob varios aspectos, as substancias fendlicas vém demonstrando
resultados promissores como poderosos antioxidantes, 0os quais podem proteger
o corpo humano de radicais livres, cuja formacédo é associada ao metabolismo
normal das células aerdbicas. Além disso, os efeitos das moléculas fendlicas
presentes em diversos alimentos sdo muito amplos (Koo e Suhaila, 2001). Os
fendlicos sdo responsaveis pela remocdo de radicais livres, neutralizando
espécies reativas de oxigénio, assim sendo de grande importancia para a
indUstria alimenticia, onde atuam principalmente na conservacao dos alimentos
aumentando o tempo de estocagem, reduzindo as perdas nutricionais e
protegendo os alimentos da oxidacao (Zhong e Shahidi, 2012).

Por isto, hd um grande interesse em detectar nas espécies vegetais
utilizadas como condimentos, principios ativos que possuam acao antioxidante e
que possam contribuir para aumentar o tempo de prateleira de alimentos, sendo
estes produzidos sem danos ao meio ambiente e a salde humana (Costa et al.,
2009).

Desta forma, pesquisas vém demonstrando o grande potencial dos
compostos fendlicos, em especial os flavonoides, que sdo amplamente
distribuidos em plantas e tém mostrado exercer importantes atividades ao longo
dos anos (Soares 2013; Ibrahim et al., 2012; Clavin et al., 2007; Pelzer et al.,
1998). Os flavonoides sdo os mais potentes antioxidantes entre os compostos

fendlicos (Soobrattee et al., 2005) e também os mais abundantes na alimentacéo.
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Estima-se um consumo diario em torno de 26 mg e 1 g/dia de flavonoides

(Sesso et al., 2003), baseado no consumo de fontes especificas como vinho tinto,

cha preto, cerveja, frutas (maca, uva, morango), vegetais (cebola, couve, vagem,

brécolis), gréos, nozes, sementes e especiarias. A quercetina, o mais abundante

flavonoide presente na dieta humana, representa cerca de 95% do total dos

flavonoides ingeridos (Nijveldt et al., 2001).

3.5.1 Flavonoides

Entende-se por flavonoides, compostos polifenélicos biossintetizados a

partir da via dos fenilpropanoides e do acetato, precursores de varios grupos de

substancias como aminoéacidos alifaticos, terpenoides, acidos graxos, entre outros

(Zuanazzi e Montanha, 2010). A figura 12 apresenta as rotas de biossintese dos

flavonoides.
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Figura 12. Rota biossintética simplificada dos compostos fendlicos.

(Fonte: Escarpa e Gonzalez, 2001).
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Esse grupo compreende compostos polifenélicos de baixo peso molecular
contendo 15 &tomos de carbono em seu nucleo fundamental como mostra a
Figura 13 (Reis, 2011).

Figura 13. Estrutura basica dos flavonoides (Reis, 2011).

Os flavonoides séo classificados de acordo com as suas caracteristicas
quimicas e biossintéticas. As maiores classes de flavonoides incluem: flavonais,
flavonas, flavanonas, catequinas, antocianidinas, isoflavonas, dihidroflavondis e
chalconas (Harborne, 1994) (Figura 14).

Essas substancias sdo distribuidas largamente nas folhas, sementes,
raizes e flores das plantas. Mais de 10.000 estruturas de flavonoides ja foram
descobertas (Agati et al., 2012). E interessante salientar, que a atividade
bioquimica dos flavonoides e seus metabdlitos dependem da estrutura quimica e
da orientacdo relativa dos grupamentos na molécula. Nas plantas, os flavonoides
tém a funcdo de absorver a radiacdo UV prejudicial que pode induzir um dano
celular (Soares, 2013).

Ainda estdo envolvidos na fotossintese, na acdo dos hormdnios do
crescimento das plantas, na expressao génica e na atracdo de animais com
finalidade de polinizagao (Harborne, 1994).

De acordo com a Embrapa (2010), um fruto que representa uma rica fonte
de flavonoides é o fruto da pimenta (Capsicum). Dessa forma, os flavonoides, tém
seu mecanismo de acao investigado, na busca de identificar qual é sua relacédo

com as propriedades benéficas apresentadas (Moraes, 2013; Dani et al., 2010).
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la — Flavonéis
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Figura 14. Estrutura das principais classes de flavonoides.

Nos seres humanos, os flavonoides tém sido descritos por exercer efeitos

benéficos em diversas doencas incluindo cancer, desordens neurodegenerativas
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e doencas cardiovasculares. Muitas das ac¢fes biologicas dos flavonoides tém
sido atribuidas pelas suas propriedades antioxidantes, através da capacidade de
reducdo, doacédo de hidrogénio e influéncia no estado redox intracelular. Esses
compostos, em virtude de seus radicais intermediarios estaveis, impedem a
oxidacdo de varios ingredientes do alimento, particularmente de lipidios
(Degéspari e Waszczynskyj, 2004; Brand-Willians et al., 1995). A atividade
antioxidante parece estar diretamente relacionada com o nimero de grupamento
hidroxila no nacleo B (Soares, 2013; Williams et al., 2004; Husain et al., 1987).

Além disso, sob varios aspectos, os flavonoides sdo conhecidos por exibir
propriedades farmacolégicas como anti-inflamatdria, antiviral, antimicrobiana e
analgésica (Soares, 2013; Ibrahim et al., 2012; Clavin et al., 2007; Pelzer et al.,
1998).

Desta forma, € possivel perceber a importancia do presente trabalho, visto
sua contribuicdo fundamental para o ambito da ciéncia e tecnologia de alimentos
tanto no aspecto de validacdo da metodologia quanto em relacdo ao avanco

quimico acerca desta espécie vegetal.
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4. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Tecnologia de
Alimentos (LTA), do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias (CCTA)
pertencente a Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF),

Campos dos Goytacazes — RJ, no periodo de abril a novembro de 2015.

4.1 Gendtipo Utilizado

As sementes inicialmente foram depositadas na casa de vegetacdo da
UENF, sob supervisdo da Prof.2 Dr2 Rosana Rodrigues do Laboratério de
Melhoramento Genético Vegetal (LMGV). Os frutos maduros foram retirados da
planta e acondicionados em sacos de papel devidamente identificados, onde
seguiram para as analises no LTA do CCTA. O gendtipo utilizado foi constituido
do acesso 1613 de Capsicum baccatum da colecdo de germoplasma do CCTA da
UENF.

4.2 Preparo dos Extratos

O método de extracdo foi adaptado de acordo com a metodologia de

Zimmer et al. (2012) a partir da producdo de oleorresinas. A oleorresina é um
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extrato obtido com solvente orgénico que apresenta substancias responsaveis
pela pungéncia e por conter substancias que podem atuar como antioxidantes,
além de ser estéril e estavel durante o armazenamento.

Os frutos, inicialmente, foram limpos, separados manualmente das
sementes e levados a estufa de circulagdo de ar a 40°C durante sete dias. Apos
secos, os frutos foram triturados com o auxilio de almofariz e pistilo e
armazenados em dessecador, ao abrigo da luz, em sacos de papel devidamente
identificados e armazenados até seguirem para a extracao.

Para o preparo desses extratos etanolicos, ap0s secos e triturados, os
frutos foram submetidos a refluxo em extrator tipo Soxhlet com etanol 70% (1:10,
p/v) por 4 horas. Os extratos foram evaporados em rota evaporador a 79°C,
armazenados em frascos de vidro ao abrigo da luz e refrigerados, de onde

seguiram para as demais analises, conforme mostrado pela Figura 15.

' C. BACCATUM UENF 1613
(m = 2440q) ‘
L -«

JL

L ESTUFA A 40°C POR SETE DIAS J

EXTRAGCAO ETANOLICA 70% (P/V)
APARELHO SOXHLET

1

ROTA EVAPORADOR A 79°C ]
M
e
LIOFILIZADOR ]

7

i‘ EXTRATO (m= 132,74g) )
i

g = =

AVALIACAQ POR CLAE

g

Figura 15. Esquema da obtenc¢do dos extratos etandlicos dos frutos de Capsicum
baccatum. CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.

4.3 Quantificacao das Substancias Fenolicas por CLA E

A quantificagdo das substéncias fendlicas do extrato etandlico obtido a

partir do acesso 1613 foi feita utilizando-se a CLAE, conforme Assis (2014).
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Os padrbes das substancias fendlicas e os extratos obtidos da amostra
foram analisados em Cromatografo Liquido marca Shimadzu, modelo LC-20A,
bombas LC20AD, sendo os cromatogramas monitorados com variacdo de 230-
400 nm para substancias fendlicas (detector ultravioleta por arranjo de fotodiodos
SPD-M20A) e volume de injecdo de 20 pyL. Foi utilizada a coluna de fase inversa
RP-18 da Macherey-Nagel (5um, 4,0 x 250mm).

O método a ser otimizado para a andlise e quantificacdo destas
substancias fendlicas, esta descrito na Tabela 4. Para o gradiente de eluicédo
trabalhado, foi utilizado agua tipo MiliQ acidificada com acido fosforico (pH 3,2) na
bomba A e acetonitrila na bomba B, com fluxo de 1 mL/min a 35 °C.

Tabela 4. Gradiente de eluicéo.

Gradiente 1- Bomba A: agua MiliQ acidificada; Bomba B: Acetonitrila

Tempo (min) Concentragao da bomba B (%)

0,01 0

5,00 30
10,00 50
15,00 70
20,00 80
25,00 90
30,00 100
32,00 0

4.4 Preparo das Amostras

Na preparacao das amostras a serem injetadas, pesou-se 10 mg de extrato
e solubilizou-se em 1 ml da fase mével (500 ul agua MiliQ acidificada e 500 ul da
acetonitrila). Os extratos foram filtrados com o auxilio de microfiltros (Sartorios) e
seringas descartaveis (BD Plastipak), depois injetados de acordo com o método.

As substancias fendlicas quantificadas foram o acido clorogénico, rutina e
quercetina (Tabela 5). A escolha destes foi feita com base em continuacdo do
trabalho realizado por Assis (2014), em que se constatou a presenca destas

substéancias fendlicas em pimentas da espécie Capsicum baccatum.
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Tabela 5. Padrdes Fendlicos utilizados para quantificacao.

Padrdes Fendlicos Marca

Acido Clorogénico | Sigma-Aldrich
Quercetina Merck
Rutina Merck

Para cada um destes padrdes fendlicos foram feitas curvas de calibracdo
(area do pico X massa em pg) com seis concentragdes diferentes (50 pug/ml, 35
pg/ml, 25 pg/ml, 10 pg/ml e 2 pg/ml), conforme proposto o parametro de
linearidade. Estas concentracfes foram definidas com base em concentracfes
encontradas por outros pesquisadores em analises realizadas por CLAE nesta
mesma espécie de pimenta.

Para identificacdo e quantificacdo das substancias fendlicas nas amostras,
foram feitas comparacbes dos tempos de retencdo encontrados nas amostras
com os tempos de retencdo dos padrbes comerciais puros. Apos esta analise
preliminar, foram feitas co-injecbes das amostras adicionadas de padrdes puros e
analisados novamente seus tempos de retencdo. Também foram feitas
comparacdes entre os espectros de Ultravioleta das substancias analisadas nas
amostras com 0s espectros dos padroes comerciais, para comprovacdo das

substancias.

4.5 Validacdo do Método Analitico por CLAE

A validacdo do meétodo analitico foi realizada segundo os critérios
propostos pela resolucdo da ANVISA RE n° 899 de 2003. Os parametros
analiticos avaliados para o desenvolvimento deste trabalho foram: linearidade,
seletividade, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, precisdo, exatiddo e

robustez.

4 5.1 Linearidade
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Para avaliacdo da linearidade foram obtidas curvas analiticas utilizando a
padronizacdo externa, a partir de 6 pontos das solugbes padrdo de acido
clorogénico, quercetina e rutina nas concentracdes de 0,2 a 50 ug/ml, preparadas
no mesmo dia em que se realizaram as analises. Os padrdes foram preparados
em triplicata e cada uma das replicatas foi injetada 3 vezes. A curva analitica para
cada substancia fendlica foi obtida por correlacdo entre concentracdo e area,

através do metodo linear dos minimos quadrados.

4.5.2 Seletividade

Nos estudos de seletividade, foi aplicado o método de adicdo de padrao.
Foram preparadas duas curvas analiticas: a curva A constituida das solucdes de
trabalho mistas, ou seja, padrbes de acido clorogénico e os flavonoides
quercetina e rutina, na faixa de concentragéo de 2 a 50 yg/ml (n= 5 pontos) e a
curva B, contendo 500ul das solucdes de trabalho mistas da curva A, diluidas com
500 pl da amostra pimenta. Em seguida, os coeficientes angulares das duas

curvas analiticas foram comparados.

4.5.3 Limite de Deteccao (LD) e Limite de Quantifi cacao (LQ)

Os limites de deteccdo e de quantificagdo do método foram calculados
empregando-se 0 método baseado em parametros da curva analitica. Neste

meétodo, o limite de deteccédo (LD) pode ser expresso como na Equacéo 1:

LD =3,3xs/a (1)

onde: s é a estimativa do desvio padrédo da resposta (que pode ser a estimativa
do desvio padrao do branco, da equacao da linha de regressao ou do coeficiente
linear da equacéo) e a € o coeficiente angular da curva analitica.

Os mesmos critérios de LD podem ser adotados para o LQ, utilizando a
relacdo 10:1, ou seja, o LQ pode ser calculado a partir da Equagéo 2:

LQ =10 x s/a (2)
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Para calcular estes dados, uma curva analitica foi construida utilizando a
matriz contendo a solugéo padréo de interesse na faixa de concentragdo préxima
ao limite de deteccdo. Portanto, foram obtidas curvas analiticas, na faixa de
concentracdo de 0,2-50 pg/ml (n=6 pontos), faixa contendo o limite de deteccédo
experimental das solu¢des padrdo de &cido clorogénico, quercetina e rutina e, em
seguida, calculados os respectivos parametros das curvas.

4.5 .4 Precisao

Para a determinacdo da precisdo, foram realizados ensaios de

repetitividade e precisao intermediaria.

Repetitividade (precisdo intraensaio):  para se avaliar a repetitividade analitica
do método empregada na analise, prepararam-se cinco amostras de solucdes
padrao (acido clorogénico, quercetina e rutina), contemplando o intervalo linear do
meétodo, ou seja, 3 niveis de concentracdo (2, 10 e 50 pg/ml), em triplicatas cada
uma. Essas foram injetadas em cinco repeticbes no mesmo dia, nas mesmas
condi¢des cromatogréaficas e pelo mesmo analista. As respostas foram expressas

como o desvio padréo relativo (DPR).

Precisdo intermediaria (precisdo interensaio): para a verificagcdo deste
parametro, foram utilizadas solu¢des de &cido clorogénico, quercetina e rutina, as
quais foram preparadas cinco amostras (2, 10 e 50 ug/ml), em triplicatas cada
uma. Essas foram injetadas em cinco repeticdes, por dois analistas em diferentes

dias. Os resultados foram expressos como o desvio padréo relativo (DPR).

455 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada em termos de recuperacgéao,
comparando-se a amostra pura (extrato de pimenta) e a mesma amostra
adicionado de diferentes concentracdes conhecidas das substancias padréo
estudado.

O meétodo de adicéo padrao foi utilizado, pois ndo é possivel obter a matriz

isenta do analito. Para isso, quantidades de cada substancia padréo,
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aproximadamente, igual a 1; 1,5 e 2 vezes, encontradas na amostra original,
foram adicionadas a amostra original. A porcentagem de recuperacédo (%R) foi
calculada subtraindo-se a concentracdo determinada na amostra adicionada (C2)
da concentracdo determinada na amostra ndao adicionada (C1), dividindo-se pela

concentracéo adicionada (C3), multiplicando-se por 100, conforme Equacéo 3:

%R = (C, — Cy / C3) X 100 A3)

4.5.6 Robustez

A robustez do método proposto foi avaliada em um planejamento fatorial
em dois niveis 2° conforme Tabela 6. Os parametros avaliados foram variacdo na
velocidade de fluxo (0,8; 1,0 e 1,2) e temperatura do forno (30°C; 35°C e 40°C).
Em cada condicdo estabelecida foi injetado em triplicata o ponto de concentracao
intermediaria (25ug/ml &cido clorogénico; 25ug/ml quercetina e rutina 25 ug/ml) e

avaliado quanto a sensibilidade e resolucéo dos analitos.

Tabela 6. Variagcbes nas condicdes cromatograficas na quantificacdo das
substancias fendlicas por CLAE.

Parametro Condicoes Condigoes Condicoes
(Normal)
Fluxo 0,8 1,0 1,2
Temperatura do forno 30°C 35°C 40°C

4.6 Analises Estatisticas

Para a comparacao dos fatores qualitativos com relacdo ao parametro de
precisao, utilizaram-se os testes de Tukey em nivel de 5% de significancia. No
parametro de robustez, foi aplicado o delineamento em blocos casualizados
(DBC) em arranjo fatorial 3x3 (trés velocidade de fluxo e trés temperaturas do
forno) para os fatores quantitativos. Os graus de liberdade dos fatores em estudo
foram desdobrados via andlise de regressédo. O nivel de significaAncia estatistica

aplicado de 5% de probabilidade.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) : Substancias de

referéncia presentes em C. baccatum

Com o intuito de conhecer o perfil quimico com relacdo as moléculas
fendlicas, as amostras foram submetidas a CLAE. Foram usados 3 padrdes de
substancias fendlicas, ja que essas moléculas foram detectadas e quantificadas
anteriormente em acessos de C. baccatum, além de apresentarem atividade
antioxidante (Assis, 2014; O’Prey et al., 2003), a saber:

« Acido clorogénico: ésteres formados pela esterificacdo de um ou mais derivados
do acido cindmico com o &cido quinico (4cido 1L-1(OH),3,4,5- tetra-hidroxi-
ciclohexandico);

* Quercetina: flavonol penta-hidroxilado nas posicbes 3, 5, 7, 3’ e 4’;

* Rutina: flavonoide que possui 0 esqueleto semelhante ao da quercetina, se
diferenciando pela presenca de duas unidades de acUcares (glicose interna e

ramnose externa) ligados na posicao 3 do flavonoide.
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Os dados obtidos a partir da CLAE para os padrdes fendlicos e do acesso
1613 de C. baccatum, avaliado neste estudo, com o0s respectivos tempos de
retencdo, comprimentos de onda e os percentuais de area demonstrando o grau
de pureza, estdo representados na Tabela 7.

Tabela 7. Tempos de retencao (Tr), comprimentos de onda (A max.) e percentual
de area (Area %) dos padrdes fendlicos e do acesso 1613 de pimenta, analisados
por CLAE.

Tr (A) max (nm) Area %
(Minutos)

Acido Clorogénico (Padrao) 6.038 326 100
Acido Clorogénico (Acesso 1613) 6.253 274 9.768
Rutina (Padréao) 7.174 255; 354 100
Rutina (Acesso 1613) 7.292 255; 343 76.123
Quercetina (Padrdo) 10.616 255; 369 100
Quercetina (Acesso 1613) 10.626 255; 359 14.1d09

No presente trabalho, pode-se observar o perfil quimico do acesso 1613
(Figura 16) e dos padrdes fendlicos (Figuras 17 - 19), avaliados por CLAE, assim
COmMo 0sS respectivos espectros de absor¢cdo no UV. Vale ressaltar a importancia
do solvente escolhido para a extracdo destes compostos fendlicos no acesso
1613 de pimenta. Esta extracao foi realizada utilizando-se etanol de acordo com
a polaridade do extrato, visto que a extragdo de maior quantidade destes
compostos fendlicos pode ser explicada pelo fato de solventes mais polares,

extrairem normalmente maior quantidade de fendlicos (Bertoldi, 2006).
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Figura 16: Cromatograma do acesso 1613 avaliado por CLAE e os respectivos
espectros de UV do acido clorogénico, quercetina e rutina.
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Figura 17. Cromatograma do padrdo de Acido Clorogénico (50 pg/ml) e seu

respectivo espectro de UV.
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Figura 18. Cromatograma do padrdo do flavonoide Quercetina (50 pg/ml) e seu

respectivo espectro de UV.
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Figura 19. Cromatograma do padrdo do flavonoide Rutina (50 upg/ml) e seu
respectivo espectro de UV.

Pode-se observar, conforme figura 17, que o acido clorogénico absorve no
comprimento de onda de 350 nm, e que para o sistema de solventes empregado,
0 pico corresponde em 6,038 minutos. As figuras 18 e 19, mostram que ambas as
substancias padréo absorvem nos comprimentos de onda de 254 e 350 nm, e 0s
picos de ambos os flavonoides (rutina e quercetina) foram tabelados,
respectivamente, em 7,174 minutos e 10,616 minutos.

E importante salientar que os compostos fendlicos possuem nucleos
aromaticos, apresentando espectros de UV caracteristicos, com um ou mais picos
de absorcdo entre 230 a 290 nm, que por sua vez, ao sofrerem ionizacao
provocada por algum composto basico, estes podem sofrer desvio batocrémico
entre 15 e 50 nm, acompanhado de aumento de absorbancia (Harborne, 1989).

O &cido clorogénico, derivado do acido cinamico (Figura 20), possui
espectro de UV, com absorcdo maxima em torno de 325 nm, como consta na

Figura 21.

Figura 20. Estrutura quimica do acido cinamico.
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Figura 21. Espectro de UV do acido cinamico. Fonte: Lianda, 2009.

Ja para os flavonoides, seus espectros no ultravioleta podem ser
determinados em etanol ou metanol e estes podem apresentar duas bandas de
absorcdo maxima, uma entre 240 e 285 nm (banda Il, devido a absorcéo do anel
A, sistema benzoila) e outra entre 300 e 450 nm (banda I, devido ao anel B,
sistema cinamoila), como mostra a Figura 22 (Simdes et al., 2000; Harborne,
1994).
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Figura 22. Bandas de absorcdo no UV dos flavonoides. Fonte: Adaptado de
Lianda, 2009.

A intensidade e posi¢cdo especifica de cada um destes comprimentos de
onda (Amax) podem fornecer informacfes importantes para identificacdo do tipo
de flavonoide e a posicdo da oxigenacdo, visto que, o espectro € afetado
principalmente pelo tipo de oxigenacédo, ou seja, um aumento da oxigenagao pode
provocar um desvio batocrémico (desvio para maiores comprimentos de onda)
(Markham, 1989; Mabry et al., 1970).

Banda |: Sistema cinamoila
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Nos espectros de UV obtidos para os padrdes dos flavonoides quercetina e
rutina (Figuras 18 e 19), verificou-se a presenca destas duas bandas
caracteristicas de flavonoides.

Segundo Lianda (2009), quando os grupos hidroxilas nas posi¢cées C3, C5
ou C4’' dos nucleos das flavonas ou flavondis sdo metilados ou glicosilados,
ocorrem desvios hipsocrémicos, principalmente na banda de maior comprimento
de onda (banda I), fato este que pode ser observado, principalmente, no espectro
de UV da rutina (A= 354 nm) (Figura 19), comparado ao espectro de UV da
guercetina (A= 369 nm) (Figura 18), em que apresenta um efeito hipsocrémico de
aproximadamente 20 nm, devido a presenca do agucar na posi¢ao 3 da aglicona.

ApOs essa avaliacdo e conhecimento do comportamento destas moléculas
frente ao sistema de solvente escolhido para CLAE, os parametros foram

determinados para a validagéo deste método bioanalitico por CLAE.

5.2. Linearidade

A linearidade do método desenvolvido foi analisada frente as trés
substancias: acido clorogénico, quercetina e rutina, utilizadas como substancias
de referéncia para construcdo da curva analitica, justificada por ser possivel
quantificar por CLAE as substancias fendélicas no acesso 1613 de pimenta da
espécie Capsicum baccatum da colecdo de germoplasma do CCTA da UENF.
Outro motivo esta relacionado a possivel utilizacdo deste extrato na industria de
alimentos como um antioxidante natural.

Desta forma, o parametro da linearidade foi obtido por meio da curva
analitica (concentracdo versus area do pico) utilizando a padronizacdo externa
dos padrdes acido clorogénico, quercetina e rutina na faixa de concentracéo de
0,2 a 50 pg/mL, para a construcdo de cada curva. Os dados referentes as

triplicatas das curvas padréao estao dispostos nas Tabelas 8, 9 e 10.
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Tabela 8. Valores referentes a triplicata da curva padrao de acido clorogénico.

Conc. (ug /mL) Area 1 Area 2 Area 3 Area Média DP CV (%)
0,2 3.394 2.810 4,748 3.651 0.994 27.23

2 54.494 50.972 57.283 54.250 3.162 5.823

10 214.643 221.857 219.133 218.544 3.643 1.666

25 669.391 622.836 690.390 660.872 34.573 5.231

35 857.586 803.214 734.059 798.286 61.910 7.755

50 1.402.704 1.133.439 1.247.808 1.261.317 135.139 10.714

DP= desvio padrao; CV= Coeficiente de Variacao

Tabela 9. Valores referentes a triplicata da curva padrao de quercetina.

Conc. (ug /mL) Area 1 Area 2 Area 3 Area Média DP CV (%)
0,2 21.649 24.944 30.816 25.803 4.643 17.995

2 154.891 155.897 128.908 146.565 15.299 10.439

10 618.338 692.865 683.358 664.853 40.563 6.101

25 2.090.916 1.958.144 2.328.227 2.125.762 187.486 8.819

35 2.865.483 3.091.820 3.005.407 2.987.570 114.217 3.823

50 4.250.755 4.188.857 4.116.538 4.185.383 67.175 1.605

DP= desvio padrao; CV= Coeficiente de Variagdo.

Tabela 10. Valores referentes a triplicata da curva padrao de rutina.

Conc. (pg /mL) Area 1 Area 2 Area 3 Area Média DP CV (%)
0,2 3.491 4.874 4,183 4,183 0.691 16.531

2 48.417 49.927 49.172 49.172 0.755 1.535

10 294.442 239.924 267.716 267.361 27.26 10.196

25 647.309 576.118 563.408 595.612 45.22 7.592

35 821.527 831.929 841.568 831.675 10.023 1.205

50 1.168.252 1.001.051 1.045.778 1.071.694  86.560 8.077

DP= desvio padrao; CV= Coeficiente de Variagao.
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A metodologia analitica desenvolvida mostrou linearidade, uma vez que foi
capaz de apresentar resultados diretamente proporcionais as concentragfes de
acido clorogénico, quercetina e rutina presentes nas solucdes, mostrando valores
de coeficientes de correlacdo (r?) iguais a 0,993; 0,998 e 0,993, respectivamente.
A linearidade do método, juntamente com a equacdo da reta e o coeficiente de
correlacdo (%) para o acido clorogénico, quercetina e rutina, estio expressos nas
Figuras 23A, 23B e 23C.

a) Linearidade - Acido Clorogénico
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Figura 23A : Curva analitica do padrao acido clorogénico.

b) Linearidade - Quercetina
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Figura 23B: Curva analitica do padrao quercetina.

c) Linearidade - Rutina
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Figura 23C: Curva analitica do padréo rutina.

O coeficiente de correlacdo demonstrou haver concordancia entre as
concentracfes utilizadas e as areas absolutas dos picos obtidas. A analise por
Anova demonstrou haver regressdo linear significativa (a) sem desvio da
linearidade (b):

a) F calculado acido clorogenico = 885,97 > F tabelado = 18,643; p < 0,01

b) F calculado guercetina = 4461,73 > F tabelado = 18,643; p < 0,01

c¢) F calculado ryiina = 1590,40 > F tabelado = 18,643; p < 0,01.

Estes resultados indicam que a linearidade estd dentro do intervalo de
concentracéo testada do &cido clorogénico, quercetina e rutina. A correlacdo dos
dados observados nas Figuras 23a, 23b e 23c, apresentou um coeficiente de
correlacdo superior a 0,98 para todas as substancias padrdo estudadas. De
acordo com a RDC 899/2003, especialmente no caso de extratos vegetais, a
validacdo deve seguir a metodologia analitica, no entanto, os resultados podem
seguir os critérios de aceitacdo estipulados para métodos bioanaliticos,

considerando-se a complexidade do extrato vegetal, permitindo limites de
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aceitacdo maiores em relagdo aos métodos analiticos. Sendo assim, se aceita um
coeficiente de correlac&o linear (r?) superior ou igual a 0,98 (Anvisa, 2013).

Os resultados obtidos estédo de acordo com os descritos por Guimaraes et
al. (2007) para a quantificacdo de acido clorogénico em folhas de alcachofra por
CLAE, apresentando valores de coeficiente de correlacdo de 0,9908. Ziliotto et al.
(2012), demonstraram o coeficiente de correlagdo médio de 0,999 para a
validacdo de flavonoides totais em capsulas contendo extrato seco de Passiflora
incarnata L.

Na pesquisa de Cardoso (2013), também foi verificada a linearidade dos
extratos vegetais de Lafoensia pacari. Dentre 0s compostos fendlicos
identificados destaca-se o0 acido elagico, presente nas solu¢cdes com coeficientes
de correlacdo médios (r?) iguais a 0,9966.

Estes resultados corroboram com a presente pesquisa, monstrando que as
areas determinadas no método por CLAE foram diretamente proporcionais as
concentracfes das solucdes para a andlise das substancias fendlicas (acido
clorogénico, flavonoides quercetina e rutina). Apesar das pimentas do género
Capsicum serem conhecidas e difundidas em todo o mundo, ainda sdo escassos
os trabalhos que investiguem a fundo a presenca destas substancias fendlicas em

frutos das espécies deste género.
5.3. Seletividade
A seletividade do método foi comprovada mediante a comparacdo dos

valores dos coeficientes angulares das curvas analiticas representadas nas
Figuras 24A, 24B e 24C.
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Figura 24A. Curva analitica das solucbes de trabalho mistas (Curva A) e da
amostra de pimenta (acesso 1613) adicionada as solucdes de trabalho mistas
relativas a &rea do acido clorogénico (Curva B).
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Figura 24B. Curva analitica das solucdes de trabalho mistas (Curva A) e da
amostra de pimenta (acesso 1613) adicionada as solucdes de trabalho mistas
relativas a area da quercetina (Curva B).
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c) Seletividade - Rutina
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Figura 24C. Curva analitica das solucbes de trabalho mistas (Curva A) e da
amostra de pimenta (acesso 1613) adicionada as solucdes de trabalho mistas
relativas a area da rutina (Curva B).

Ao se observar as figuras acima, verifica-se que o método foi seletivo
apenas para a quantificacdo do acido clorogénico no extrato de C. baccatum, uma
vez que as inclinagbes das duas curvas sdo muito préximas e a razao entre 0s
dois coeficientes angulares € igual a 1 (Tabela 11). Neste caso, quando as
inclinagBes das duas curvas sdo iguais ou muito proximas e a razdo entre os dois
coeficientes angulares se aproxima de 1, significa que o Unico efeito de matriz
presente é a interferéncia natural causada pelo nivel basico do analito, ou seja,
nao ha efeito de matriz e, portanto, o método é seletivo (Andrade, 2009).

Entretanto, comparando-se as curvas analiticas, da quercetina e rutina,
com coeficientes angulares proximos de 0,3, pode-se dizer que ha interferéncias
de outros componentes da matriz, portanto, 0 método nao foi seletivo para a
determinacao destas substancias de interesse a partir do extrato etandlico de C.

baccatum (Inmetro, 2003).

Tabela 11. Avaliacdo da seletividade de solucdes padrédo e acesso 1613 de
pimenta.

Padrdes Coeficiente angular Coeficiente angular Razéo
(Padrao) (Amostra adicionada de
padréo)
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Acido Clorogénico 4,5698 4,2184 1,083
Quercetina 4,6795 15,401 0,303
Rutina 17,393 50,698 0,343

Além disso, para avaliar a seletividade do método, de forma a assegurar
gue as substancias presentes na amostra apresentam perfil espectral semelhante
ao padréo, ou seja, sdo da mesma classe quimica do padréo, foi realizada a
analise espectral das solucdes de trabalho (Curvas A e B), descritas no item 4.5.2
(Figuras 25 e 26). Estes perfis espectrais foram obtidos a partir do padréo fendlico
escolhido de acordo com sua presenca na espécie de C. baccatum e de uma
amostra preparada a 50 pg/mL, para que os tempos de retencédo e 0s espectros
de UV dos mesmos pudessem ser comparados com as substancias identificadas

nas amostras.
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Figura 25. Cromatograma da Curva A — Solucdes de trabalho mistas e os
respectivos espectros de UV do acido clorogénico, rutina e quercetina.
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Figura 26. Cromatograma da Curva B — 500ul das solugdes de trabalho mistas,
diluidas com 500 uyl da amostra e os respectivos espectros de UV do acido
clorogénico, rutina e quercetina.

Os espectros de absorgédo apresentados nas Figuras 25 e 26 demonstram
o perfil de absorcédo da amostra e dos padrdes acido clorogénico, quercetina e
rutina. Pode-se notar que a substancia de interesse esta presente na amostra, e
gue o perfil espectral da amostra corresponde ao perfil espectral dos padrdes
analisados, ambos absorvendo em 326 nm para o0 acido clorogénico, e o0s
flavonoides quercetina e rutina absorvendo em 250 e 350 nm, apontando a
seletividade do método em quantificar, de fato, as substancias de interesse.

Esses resultados corroboram com a seletividade do método no sentido de
que nao ocorreu co-eluicdo de produtos de degradacdo ou compostos
constituintes da matriz no mesmo tempo de retencéo do acido clorogénico, e dos
flavonoides quercetina e rutina, nas condi¢cfes analisadas (Inmetro, 2003).

Em métodos cromatogréaficos, deve-se tomar as precaucdes necessarias
para garantir a pureza dos picos cromatograficos. A CLAE com detector de
arranjo de diodos (CLAE-DAD) comprovou que nenhum dos picos dos potenciais
produtos de degradacéo interferiu nas substancias analisadas, por permitir
monitoracdo simultdnea de véarios compostos, além de fornecer o espectro de
absorcao caracteristico do croméforo e a pureza do pico.

Portanto, pode-se dizer que o método proposto é capaz de identificar o
acido fendlico e flavonoides no extrato obtido do acesso 1613 de pimentas C.
baccatum, a partir das analises dos tempos de retencdo e dos espectros de UV e

em relacdo as coinje¢des dos padrdes puros em CLAE.
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5.4. Limite de Deteccédo (LD) e Limite de Quantifica ¢édo (LQ)

A determinacdo dos limites de deteccdo e quantificacdo foi baseada em
parametros da curva analitica elaborada na concentracdo de 0,2 pg mL™ pois esta
foi a menor concentracdo possivel para se determinar a integragdo da area do
pico. Com os dados obtidos da equacédo da reta, calcularam-se o LD e o LQ,

representados na Tabela 12.

Tabela 12. Limite de deteccdo (LD) e Ilimite de quantificacdo (LQ) na
determinacdo de &acido clorogénico, quercetina e rutina, empregando CLAE- UV/
Vis.

Detector UV/ Vis

LD (g mL ™) LQ (g mL ™)
Acido clorogénico 0,81 2,45
Quercetina 1,79 5,45
Rutina 3,78 11,47

Os LD variaram entre 0,81 e 3,78 ug mL™. Os valores de LD mais baixos
foram obtidos para o acido clorogénico (0,81 pg mL™). Os valores de LD mais
altos foram obtidos para a rutina e quercetina, com valores iguais a 3,78 e 1,79 ug
mL™, respectivamente. Vale ressaltar, que os resultados de LD foram sempre
menores que os valores de LQ, como era esperado.

Os valores de LQ variaram entre 2,45 e 11,47 ug mL™. Os resultados mais
elevados estdo associados mais uma vez a rutina (11,47 pg mL™") e quercetina
(5,45 pug mL™"). O acido clorogénico apresentou o menor valor de LQ (2,45 ug mL’
Y,

De acordo com Simdes e Schenkel (2002), os compostos fendlicos sao
instaveis e facilmente oxidaveis. Os derivados do acido cindmico, como, por
exemplo, o acido clorogénico, podem se isomerizar em solucdo aquosa sob
influéncia de luz UV. Esse fato, assim como o método extrativo aplicado e
variacdes de genotipos, pode explicar a razdo da baixa quantificagdo do acido
clorogénico no acesso analisado (Maillard e Berset, 1995). Santos e Blatt (1998)

reforcam que variaveis como o clima, radiagcdo solar, nutricAo mineral, entre
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outros, podem também interferir no contetdo de praticamente todas as classes de
metabolitos secundarios como os flavonoides e acidos fendlicos.

Os resultados elevados para os limites de deteccdo e quantificacdo
observados para o flavonoide rutina (Tabela 12), corroboram no sentido de se
verificar uma maior concentracao desta substancia no acesso 1613 de pimenta.

Semelhangas como esta também foram verificadas no trabalho de Bueno
(2007), para o LD o valor encontrado foi de 4,79 ug mL™, enquanto que para o LQ
o valor obtido foi de 14,51 pg mL* para o 6leo essencial 1,8-cineol (Figura 27),

visando contribuir para o controle de qualidade de Eucalyptus globulus.

CHj

HaC CHs

Figura 27. Estrutura quimica do 1,8-cineol.

Abad-Garcia et al. (2007), descreveram um método para a determinacdo
simultanea de varias familias de polifendlicos em sucos de frutas. Os LD variaram
entre 0,005 e 0,03 pg mL™ para p- cumarico (Figura 28) e acido elagico (Figura
29), respectivamente. Os LQ mostraram 0 meétodo proposto suficientemente
sensivel para a determinacdo dos compostos fendlicos. Em trabalho desenvolvido
por Canuto et al (2016), foi encontrado LD e LQ variando de 3a 7 molL e 9 a 22
mol L para a quantificacdo de antocianinas em morango (Fragaria spp.),
classificadas como um subgrupo de flavonoides, uma classe onipresente de

metabalitos secundarios de plantas.

OH

HO

Figura 28. Estrutura quimica do p- cumarico.
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Figura 29. Estrutura quimica do acido elagico.

Portanto, os resultados observados nesta pesquisa, demonstram que o
método é sensivel, permitindo a deteccdo de pequenas concentragfes das
substancias fendlicas (acido clorogenico, quercetina e rutina) presentes em
amostras de pimentas.

Cabe ressaltar que este método fornece o resultado mais confiavel para a
deducdo do LD e LQ, j& que estes sdo estimativas do tamanho da amostra que
pode ser detectada e quantificada com precisao (Ribani et al., 2004).

5.5. Precisao

A precisdo foi considerada em dois niveis: repetitividade e precisao

intermediaria.
5.5.1 Repetitividade

Os resultados obtidos nos testes de repetitividade do método, foram
expressos como DPR e podem ser visualizados nas Tabelas 13, 14 e 15.

Tabela 13. Resultado da repetitividade da solucdo padrao de acido clorogénico.

Repeticao
Concentracao 1 2 3 4 5 Média DP DPR
pg/mL
2 1,94 1,82 2,54 2,51 2,45 2,25 0,34 0,15
10 9,69 9,60 9,34 9,67 9,26 9,51 0,19 0,02
50 51,88 51,50 52,91 53,22 52,57 52,41 0,71 0,01

DP= desvio padrdo; DPR= desvio padrao relativo.
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Tabela 14. Resultado da repetitividade da solu¢do padréo de quercetina.

Repeticao
Concentracao 1 2 3 4 5 Média DP DPR
pg/mL
2 2,20 2,14 2,19 2,17 2,16 2,17 0,02 0.009
10 6,64 6,76 6,67 6,74 6,59 6,68 0,07 0,01
50 40,15 41,34 42,49 42,84 42,49 41,86 1,11 0,02

DP= desvio padrdo; DPR= desvio padrao relativo.

Tabela 15. Resultado da repetitividade da solu¢ao padrao de rutina.

Repeticdo
Concentracao 1 2 3 4 5 Média DP DPR
pg/mL
2 1,33 1,43 1,17 1,30 1,39 1,32 0,09 0,07
10 6,47 7,51 8,06 6,22 5,81 6,81 0,93 0,14
50 46,63 47,29 48,22 47,88 50,10 48,02 1,30 0,03

DP= desvio padrdo; DPR= desvio padrao relativo.

Constatou-se neste trabalho, em todos os testes realizados, que o método,
apresentou baixos percentuais de DPR, isto €, inferior a 15% (Anvisa, 2003; ICH,
1995), indicando uma boa repetitividade.

A baixa precisdo pode refletir a instabilidade e/ ou a degradacdo das
solucdes preparadas (incidéncia de luz, O, ou CO, a captura do ar, etc). Logo, o
método proposto apresenta precisdo suficiente para as substancias fendlicas,
capaz de proporcionar resultados proximos de uma série de medidas de uma
amostragem multipla de uma mesma amostra (Anvisa, 2003; ICH, 1995).

E importante mencionar que produtos intermediarios (extratos vegetais)
sado considerados matrizes complexas, e podem ser tratados como nos
bioanaliticos, ou seja, sua composicdo é tdo complexa quanto a composicao das
matrizes biologicas. Desta forma, o DPR deve ser menor ou igual a 15% para
aceitar uma curva de calibracdo, enquanto que para os métodos analiticos se
aceita no maximo 5%. Portanto, quanto mais préximos entre si estiverem o0s

valores experimentais (menor amplitude), mais preciso serd& o método. Esta
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medida reflete a tendéncia de maior ou menor afastamento (erro) entre os

resultados dos ensaios (Anvisa, 2003).

5.5.2 Precisao Intermediaria

A precisdo intermediaria foi avaliada realizando-se andlises em trés dias
diferentes e por analistas diferentes, utilizando-se o0 mesmo equipamento CLAE.
Para o 1° dia, utilizaram-se os resultados do teste de repetibilidade para o analista
1.

Os resultados encontrados com este parametro estdo dispostos nas
Tabelas 16, 17 e 18 (4cido clorogénico); 19, 20 e 21 (quercetina); 22, 23 e 24
(rutina). O tratamento estatistico realizado pelo teste t-Student apontou diferenca
entre as médias obtidas, e entre os analistas no primeiro, segundo e terceiro dia,
assim como, entre o mesmo analista nos diferentes dias.

Os valores obtidos comprovam a precisdao do método desenvolvido tanto
em nivel de repetibilidade quanto em nivel de preciséo intermediaria, uma vez que
se apresentaram dentro dos limites de aceitacdo, ou seja, o DPR entre os
resultados das replicatas realizadas foi inferior a 15%, conforme especificacéo da
Anvisa (Anvisa, 2003; ICH, 1995).

Acido Clorogénico

Tabela 16. Resultado da precisdo intermediaria para a solugao padrao de acido
clorogénico (2 pg mL™).

Repeticdo (2 ug mL ™)

1 2 3 4 5 Média DP DPR
Analista 1 1° dia 1.94 1.82 2.54 251 2.45 225a 034 0.15
Analista 2 2°dia  2.37 2.06 1.93 2.28 2.35 219a 019 0.09
Analista 3 3°dia 2.18 2.02 2.33 2.27 2.24 220a 011 0.05

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p = 0,05).

DP= desvio padrdo; DPR= desvio padrdo relativo.

Tabela 17. Resultado da preciséo intermediaria para a solucédo padrdo de acido

clorogénico (10 pg mL™).

Repeticdo (10 pug mL™)
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1 2 3 4 5 Média  DP DPR
Analista 1 1° dia 9.69 9.60 9.34 9.67 9.26 951la 0.19 0.02
Analista 2 2° dia 9.36 8.73 8.50 8.40 9.09 8.81b 0.40 0.04
Analista 3 3° dia 7.81 7.81 7.75 7.82 7.76 7.79c 0.03 0,004

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p = 0,05).
DP= desvio padrdo; DPR= desvio padrao relativo.

Tabela 18. Resultado da preciséo intermediaria para a solu¢cdo padrdo de acido
clorogénico (50 pg mL™).

Repeticdo (50 pg mL ™)

1 2 3 4 5 Média DP DPR
Analistal 1°dia  51.88 51.50 52.91 53.22 52.57 5241a 0.71 0.01
Analista 2 2°dia  49.41 48.78 51.37 47.97 52.89 50.08b 2.00 0.04
Analista 3 3°dia  47.58 49.56 48.00 47.05 49.18 48.27b 1.06

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p = 0,05).
DP= desvio padrdo; DPR= desvio padrao relativo.

Comparando-se os resultados obtidos para a precisao intermediaria do
acido clorogénico, verifica-se maiores valores de DPR na concentracdo de 2 ug
mL™, porém nao houve diferencas significativas para a menor concentracdo (2 Hg
mL™) entre os diferentes analistas e dias. Observaram-se diferencas significativas
na concentracdo de 10 pg mL™ para os trés analistas nos diferentes dias. E na
concentracdo de 50 pg mL™* apenas o analista 1 diferiu estatisticamente dos

analistas 2 e 3 em nivel de 5% de significancia.

Quercetina

Tabela 19. Resultado da precisdo intermediaria para a solucdo padrdo de
quercetina (2 pg mL™).

Repeticdo (2 ug mL™)
1 2 3 4 5 Média DP DPR
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Analista 1 1° dia 2.20
Analista 2 2° dia 2.11
Analista 3 3° dia 2.25

2.14 2.19 2.17 2.16 2.17a
2.29 2.16 2.12 2.16 2.16 a
2.06 2.21 2.09 2.22 2.16 a

0.02

0.07

0.08

0,009

0.03

0.04

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p = 0,05).
DP= desvio padrdo; DPR= desvio padrao relativo.

Tabela 20. Resultado da precisdo intermediaria para a solucao padréo de

quercetina (10 pg mL™).

Repeticdo (10 pug mL™)

1 2 3 4 5 Média DP DPR
Analista 1 1° dia 6.64 6.76 6.67 6.74 6.59 6.68a 0.07 0.01
Analista 2 2° dia 6.66 6.42 5.89 6.25 6.66 6.37b 032 0.05
Analista 3 3° dia 6.65 5.61 5.84 6.34 5.75 6.03c 043 0.07

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p = 0,05).
DP= desvio padrdo; DPR= desvio padrao relativo.

Tabela 21. Resultado da precisdo intermediaria para a solucdo padrdo de

quercetina (50 pg mL™).

Repeticdo (50 (ug mL ™)

1 2 3 4 5 Média DP DPR
Analistal 1°dia 40.15 41.34 42.49 42.84 42.49 4186a 1.11 0.03
Analista 2 2°dia 41.06 44.65 40.51 41.56 39.01 41.35a 2.07 0.05
Analista 3 3°dia  40.49 41.49 39.53 37.52 40.46 39.89a 149 0.04

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p = 0,05).
DP= desvio padrdo; DPR= desvio padrao relativo.
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Considerando-se a precisao intermediaria da quercetina, DPR abaixo de
15% foi encontrado para todas as concentracdes (2, 10 e 50 pg mL™). Pdéde ser
observado na concentracdo de 10 ug mL™ que houve diferenca significativa entre
os diferentes analistas e dias. Enquanto para as demais concentracdes (2 e 50 ug
mL™), ndo houve diferenca significativa entre os analistas, e nem entre os dias em

nivel de 5% de significancia.

Rutina

Tabela 22. Resultado da precisdo intermediaria para a solugdo padrdo de rutina
(2 pg mL™).

Repeticdo (2 pg mL ™)

1 2 3 4 5 Média DP DPR
Analista 1 1° dia 1.33 1.43 1.17 1.30 1.32 1.32a 0.09 0.07
Analista 2 2° dia 1.72 1.48 1.59 1.50 1.19 149a 0.19 0.13
Analista 3 3° dia 1.51 0.86 2.08 1.61 1.78 156a 0.45 0.29

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p = 0,05).
DP= desvio padrdo; DPR= desvio padrao relativo.

Tabela 23. Resultado da precisdo intermediaria para a solugdo padrdo de rutina
(10 pg mL™).

Repeticdo (10 pg mL ™)

1 2 3 4 5 Média DP DPR

Analista 1 1° dia 6.47 7.51 8.06 6.22 5.81 6.81b 0.93 0.14
Analista 2 2° dia 8.23 7.75 7.22 8.06 8.57 7.96 a 0.51 0.06

Analista 3 3° dia 5.62 5.40 5.87 5.75 6.72 5.87c 0.50 0.08

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p = 0,05).
DP= desvio padrdo; DPR= desvio padrdo relativo.
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Tabela 24. Resultado da preciséo intermediaria para a solucdo padrdo de rutina
(50 pg mL™).

Repeticdo (50 pg mL ™)

1 2 3 4 5 Média DP DPR

Analista 1 1° dia 46.63 47.29 48.22 47.88  50.10 48.02a 1.30 0.03
Analista 2 2° dia 48.04 41.79 45.72 4488 4354 4479a 234 0.05

Analista 3 3° dia 42.47 42.41 41.48 4995  52.67 4571a 5.20 0.11

*Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p = 0,05).
DP= desvio padrdo; DPR= desvio padrao relativo.

Resultados semelhantes foram obtidos na precisao intermediéria da rutina.
Observou-se se que na concentracéo de 10 pg mL™ houve diferenca significativa
entre os diferentes analistas e dias. Enquanto, nas demais concentracdes (2 e 50
ng mL™), ndo houve diferenca significativa entre os analistas, e nem entre os dias

em nivel de 5% de significancia.

5.6. Exatidao

Geralmente, os métodos de analise envolvem a transferéncia do analito de
matrizes complexas para solucbes mais simples, possibilitando, assim, a
determinacao instrumental. No entanto, este procedimento resulta, na maioria das
vezes, em perda do analito ou em retencdo de por¢cbes deste na propria matriz
depois da extracdo, levando a uma quantificacdo erronéa (Thompson et al.,
1999). Diante do exposto, a recuperacdo do método deve ser avaliada na faixa de
concentracdo esperada para a substancia de interesse, o que pode ser feito
adicionando a substancia em pelo menos trés diferentes concentragdes (Ribani et
al., 2004).

Na tabela 25, constam os dados obtidos por CLAE para os testes de
recuperacdo da amostra de pimenta (acesso 1613), expressos em termos de

porcentagem de recuperacao.
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Tabela 25. Resultados dos testes de recuperacdo de substancias fendlicas em
acesso 1613 de pimenta.

Acido clorogénico Quercetina Rutina
C, GC; C, %R C, GC3 C, %R C; Cs C, %R
Pimenta 054 10 1,34 80 39 40 7,14 81 28,85 25,0 49,35 82

(Acesso 1613) 0,54 15 169 77 39 60 840 75 28,85 350 59,30 87

054 2,0 240 93 39 80 112 92 28,85 50,0 69,85 82

C,;= Concentracdo determinada na amostra nao adicionada. C,= Concentracdo
determinada na amostra adicionada. Cs;= Concentracdo adicionada. %R= %
Recuperacao.

Observou-se neste estudo, que a recuperacdo para as substancias
fendlicas de interesse, foi na faixa de 75 a 93%. Os resultados se encontram
dentro da faixa aceitavel de recuperagdo, porém porcentagens de recuperacdo do
analito proximas a 100% é o desejavel, mas, admite-se valores menores, desde
gue a recuperacao seja precisa e exata conforme a RE 899, 2003.

Para trabalhos que utilizaram extrato seco de Passiflora Incarnata L., a
média das recuperacfes da exatiddo foi de 97,83% dentro da faixa aceitavel de
recuperacéo (Ziliotto et al., 2012). Entretanto, Chabariberi (2009) mostrou que os
flavonoides de P. incarnata L. e Passifloraceae, por espectrometria UV-Visivel,
tiveram valores de recuperacdo entre 70 e 120%, encontrando-se aceitaveis
segundo os limites propostos (ICH, 1995).

Na validacdo de um método por Cromatografia Liquida para quantificar
antocianinas em morango (Fragaria spp.), foram obtidas recuperacdes de 83 a
99%. Esses valores sé@o considerados aceitaveis para a matriz estudada, devido
a sua complexidade, segundo a AOAC (80-120% para alimentos) (AOAC, 2012).

Recuperagbes de 98-100% foram obtidas para flavan-3-6is, e &acidos
hidroxibenzoicos hidroxicinamicos, dihidrocalcones, flavonois e flavonas, ao passo
que as recuperacdes menores de 83% foram observadas para as flavanonas, o
que foi atribuido as suas estruturas polares de baixo peso molecular. Estas
substancias menos polares tendem a ser mais sollveis em solventes néo
aguosos. Contudo, o método foi adequado para todas as classes de fendlicos

presentes em frutas, exceto para flavanonas, baseada na Cromatografia Liquida
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para a determinacdo simultdnea de varias familias polifendlicas em sucos de
frutas (Abad-Garcia et al., 2007).

Considerando a auséncia de materiais de referéncia e a falta de métodos
oficiais de analise de compostos fendlicos, a tarefa de medi¢cdo de recuperacao se
torna dificil. Da mesma forma; que a extragdo completa de compostos fendlicos
de paredes de células ndo é facil e, subsequentemente, ndo muita informacéo
referente a extracdo completa de compostos fendlicos pode ser encontrada na
literatura. Para o acido clorogénico, a quercetina e a rutina ndo se encontrou na

literatura informacao de recuperacao para metodologia por CLAE- UV.

5.7. Robustez

A robustez do método foi comprovada alterando condicbes de andlises
como fluxo e temperatura do forno, conforme dados apresentados na Tabela 26.

Tabela 26. Variacdes nas condicbes cromatograficas na quantificacdo de
substancias fendlicas por CLAE.

Acido clorogénico Quercetina Rutina
Fluxo Temperatura Temperatura Temperatura
30°C 40°C 30°C 40°C 30°C 40°C
0,8mLmin" 22,08 bA 31,19 aA 27,78 aA 27,52 aA 30,19 aA 32,78 aA
1,2mLmin? 23,48 bA 32,53 aA 18,57 aB 18,77 aB 29,65aA 28,09 aA
CV (%) 3,08 1,22 9,62

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula, na linha, e maidscula, na coluna, ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey (p = 0,05). CV= Coeficiente de Variagao.

As analises de robustez mostraram que pequenas e deliberadas
modificagdes nas condi¢gbes cromatogréficas, tais como a variagdo na velocidade
de fluxo e temperatura do forno, ndo resultaram em problemas na quantificacédo
da rutina, confirmando a robustez do método proposto. Porém, observam-se
variacfes dos resultados obtidos com as solu¢des analisadas (acido clorogénico e
quercetina) nas condi¢bes usuais descritas no método, causando interferéncia
significativa nos resultados.

Neste estudo, verifica-se para o acido clorogénico, comparando-se tanto o
fator velocidade de fluxo 0,8 mL min™, quanto o de 1,2 mL min, que a variacéo

na temperatura influenciou na concentracdo das amostras, tornando-as



74

estatisticamente diferentes entre si. Mas, a alteragdo do volume dos fluxos néo
interferiu estatisticamente na concentragdo das amostras.

Quanto a quercetina, tanto o fator temperatura 30°C como a temperatura
40°C analisadas isoladamente, a alteracdo na velocidade do fluxo (0,8mL min* e
1,2 mL min") interferiu na concentracéo da amostra, tornando-as estatisticamente
diferentes entre si. Porém, a alteragédo da temperatura dentro do mesmo fluxo nédo
interferiu na concentracdo da amostra.

Sabe-se que o0 controle da temperatura em Cromatografia Liquida,
influencia fortemente parametros como solubilidade, polaridade e viscosidade da
fase mével. Recentemente tem aumentado o niumero de trabalhos publicados a
respeito do potencial de melhorar a resolucdo cromatogréafica, através de um
aumento na seletividade ou na eficiéncia, fatores dependentes da temperatura,
especialmente sistemas baseados em fase inversa (Teutenberg, 2009; Zhun e
Wren, 2005).

Finalmente, observando-se as concentracfes das substancias fendlicas
obtidas em cada conjunto de modificacdes, nota-se que a velocidade de fluxo e a
temperatura do forno influenciaram nos resultados. De fato, o pior resultado foi
obtido para o acido clorogénico e quercetina. Por esse motivo é importante que as
condicbes analiticas estabelecidas, tais como fluxo e a temperatura do forno,
sejam monitoradas e respeitadas, para que ocorra com sucesso a quantificacéo
desejada. Cabe mencionar, que ainda, ndo foram encontradas correlagdes entre
as concentragfes destas substancias fendlicas e a temperatura do forno e

velocidade de fluxo.
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6. RESUMO E CONCLUSOES

A execucdo deste trabalho permitiu alcancar com sucesso 0 objetivo
principal, validar um método bioanalitico, capaz de demonstrar que o método &
apropriado para a finalidade pretendida, principalmente no que tange ao controle
de qualidade e validagdo de métodos para andlise de extratos vegetais.

Desta forma, foi validado um método utilizando Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD), por permitir
monitoracdo simultdnea de vérias substancias, além de fornecer o espectro de
absorcao caracteristico do croméforo e a pureza do pico, para a identificacdo das
substancias fendlicas (acido clorogénico, flavonoides quercetina e rutina),
presentes no acesso 1613 de Capsicum baccatum.

Conforme a RE 899 de 2003, em caso de métodos bioanaliticos,
devidamente reconhecidos pela ANVISA, a metodologia sera considerada
validada somente se atender aos parametros de linearidade, seletividade, limite
de deteccéo, limite de quantificacéo, precisao, exatidao e robustez.

Os parametros avaliados mostraram os seguintes resultados:

a) A linearidade dos padrbes acido clorogénico, quercetina e rutina
apresentou coeficientes de correlacdo (r?) iguais a 0,993; 0,998 e 0,993,
respectivamente, superior ao especificado 0,98 para extratos vegetais;

b) A seletividade do método foi satisfatoria apenas para a quantificagdo do
acido clorogénico no extrato de C. baccatum. Embora, tenha -observado
correspondéncia entre os tempos de retencdo do acido clorogénico,
guercetina e rutina, nas analises espectrais, confirmando a seletividade
do método em quantificar, de fato, as substancias de interesse;

c) Os valores de LD mais baixos foram obtidos para o acido clorogénico
(0,81 pg mL™). Os valores de LD mais altos foram obtidos para a rutina
e quercetina, com valores iguais a 3,78 e 1,79 pg mL?,

respectivamente. Os valores de LQ mais elevados estdo associados
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mais uma vez a rutina (11,47 ug mL™) e quercetina (5,45 pg mL?). O
acido clorogénico apresentou o menor valor de LQ (2,45 ug mL™). Os
resultados de LD foram sempre menores que os valores de LQ, como
era esperado;

d) Os valores de desvio padrdo relativo, obtidos tanto para preciséo, nos
niveis de repetibilidade e precisdo intermediaria, ndo excederam o
maximo de 15% estipulado nos critérios de aceitacdo, considerando a
complexidade da matéria-prima vegetal,

e) As amostras de pimenta na exatiddo apresentaram valores menores de
recuperacéo na faixa de 75 a 93%. Porcentagens de recuperagédo do
analito proximas a 100% é o desejavel, mas, admite-se valores
menores, desde que a recuperacao seja precisa e exata;

f) No teste de robustez, as variacdes de resultados obtidos com as
variaveis das andlises ndo causaram interferéncia significativa nos
resultados da rutina. Verificou-se interferéncia significativa nos
resultados do acido clorogénico e quercetina, nas condicbes usuais

descritas no método.

Com base nestes resultados e considerando que a CLAE tem sido a
técnica mais empregada pela simplicidade, rapidez e estabilidade do método, se
pode concluir que a metodologia apresentada atende aos requisitos minimos de
validagdo, exceto para o pardmetro de robustez, em especial para o &cido
clorogénico e quercetina. O método de determinacdo de substancias fendlicas
por CLAE em extratos de Capsicum baccatum mostrou aplicabilidade ao uso
pretendido para o flavonoide rutina.

Também é importante ressaltar que na literatura sdo escassos trabalhos
relacionados a validagcdo de metodologia por CLAE- DAD que investiguem a
fundo a presenca destas substancias fenolicas em frutos das espécies deste
género. Portanto, a necessidade de conhecimentos mais especificos e aplicados
a fim de contribuir para a &rea da ciéncia e tecnologia de alimentos é essencial,
em funcdo dos excelentes atributos nutricionais e organolépticos das pimentas, e
a promocao de beneficios a saude, devido os frutos de pimentas serem fontes

importantes de antioxidantes naturais.
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Cromatograma 44: Parametro Preciséo Intermediaria — Rutina
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(Concentracéo x1,5).
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Cromatograma 48: Parametro Exatiddo - Amostra de pimenta

(Concentracéo x2).
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Cromatograma 49:

Parametro Robustez — Acido clorogénico 25 pg/mL

(0,8 mL min */30° C).
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Cromatograma 50:
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Parametro Robustez — Acido clorogénico 25 pg/mL

(0,8 mL min "/40° C).
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Cromatograma 51:

Parametro Robustez — Acido clorogénico 25 pg/mL

(1,2 mL min "%/30° C).
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Cromatograma 52: Parametro Robustez — Acido clorogénico 25 pg/mL
(1,2 mL min /40° C).
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Cromatograma 53: Parametro Robustez — Quercetina 25 pg/mL
(0,8 mL min */30° C).
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Cromatograma 54: Parametro Robustez — Acido clorogénico 25 pg/mL
(0,8 mL min %/40° C).



119

mAL _
100 g
] e i
- 150 "-_ 244 i
?5_: it e o P ="
5“'. Cluerceting 25 pgimlL l
1 1.2mLminY 30°C |||
= 1
II
u.:..__._---'h"‘————-—.- _!I_-L-._ — - —
o 5 10 15 22 25 30
min
Cromatograma 55: Parametro Robustez — Quercetina 25 pg/mL
(1,2 mL min "%/30° C).
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Cromatograma 56: Parametro Robustez — Quercetina 25 pg/mL
(1,2 mL min /40° C).
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Cromatograma 57: Parametro Robustez — Rutina 25 pg/mL
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(0,8 mL min */30° C ).
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Cromatograma 58: Parametro Robustez — Rutina 25 pg/mL
(0,8 mL min "/40° C).
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Cromatograma 59: Parametro Robustez — Rutina 25 pg/mL
(1,2 mL min */30° C).
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Cromatograma 60: Parametro Robustez — Rutina 25 pg/mL.



