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“Os quimicos sdo uma estranha classe de mortais,
impelidos por um impulso quase insano a procurar seus
prazeres em meio a fumaca e vapor, fuligem e chamas,

venenos e pobreza e, no entanto, entre todos esses males,
tenho a impressao de viver tdo agradavelmente que preferiria

morrer a trocar de lugar com o rei da Pérsia.”

Johann Joachim Becher, Physica Subterranea (1667)

“A mente que se abre a uma nova idéia

jamais voltara ao seu tamanho original.”

Albert Einstein
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RESUMO GERAL

Nos ultimos anos, o interesse em relagdo ao consumo do azeite de oliva
aumentou significativamente, em fungéo da divulgagcéo dos beneficios a saude
provenientes da sua ingestdo. O azeite de oliva extravirgem é obtido das
azeitonas somente por meios mecanicos, e a auséncia de etapas posteriores
de refino permite a retencé@o de diversos compostos minoritarios, entre eles os
compostos fendlicos. Além disso, possui elevado teor de acidos graxos
monoinsaturados. Este trabalho teve como objetivos empregar a técnica de
Andlise de Componentes Principais (PCA) para classificar as amostras de
azeite de oliva extravirgem provenientes de diferentes paises por meio da
analise da composi¢cdo em acidos graxos por cromatografia em fase gasosa,
bem como otimizar métodos para separacdo de 13 compostos fendlicos por
eletroforese capilar (CE). Sete acidos graxos foram determinados por
cromatografia em fase gasosa com detector por ionizagdo em chama (GC-FID),
e os compostos foram positivamente identificados utilizando-se espectrometria
de massas. Dentre as amostras analisadas, henhuma apresentou indicios de
adulteracéo, considerando-se apenas a composi¢cdo em acidos graxos. Com o
emprego da PCA, foi possivel agrupar separadamente uma amostra de azeite
proveniente da Argentina em relagdo as demais, além da verificacdo de
correlacdes entre grupos de acidos graxos. A mistura de 13 compostos
fendlicos consistiu em tirosol, hidroxitirosol, oleuropeina glicosideo, acido
ferralico, &cido p-cumérico, &cido cindmico, acido p-hidroxibenzoico, acido
galico, &cido cafeico, luteolina, apigenina, &cido vanilico e acido 3,4-
dihidroxibenzoico. Técnicas estatisticas multivariadas foram empregadas para

otimizar a separacdo, como o0 planejamento composto central, analise de
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superficie de resposta e 0 método de otimizacdo simultdnea de Derringer e
Suich. Dois tipos de eletrélito para CE foram avaliados: tetraborato de sédio e
acido borico. Também foram estudadas técnicas de pré-concentracdo on-line
para aumentar a sensibilidade. Os procedimentos multivariados foram
eficientes na determinagdo da condi¢cdo 6tima de separacdo, usando como
respostas a resolugéo entre pares de compostos e o tempo de corrida. Com o
uso da pré-concentracdo on-line, foi possivel reduzir em 7,5 vezes o consumo
de amostra e de solventes organicos como hexano e metanol. O método com
melhor eficiéncia e menor tempo de corrida utilizou capilar de 50 pm d. i. x 60
cm comprimento efetivo com bulbo estendido, eletrdlito acido bérico 50 mmol
L™, pH 10,2, 25°C, injecdo de 50 mbar por 25 s com aplicacdo de voltagem
inversa (—30 kV por 5 s) antes da aplicagédo da voltagem de corrida (+30 kV) e

deteccdo em 210 nm, promovendo a separagdo em 12 min.
Palavras-chave: azeite de oliva extravirgem; &cidos graxos;, compostos

fendlicos; eletroforese capilar; cromatografia em fase gasosa; superficie de

resposta; PCA; método Derringer e Suich; espectrometria de massas
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ABSTRACT

In recent years, interest concerning olive oil consumption has increased
significantly, owing to the divulgation of health benefits that come from its
ingestion. Extra-virgin olive oil is obtained from olives only by mechanical
means, and the absence of subsequent refinement stages allows the retention
of several minor compounds, phenolic compounds being among them.
Moreover, it has a high level of monounsaturated fatty acids. The aims of this
work were to employ Principal Component Analysis (PCA) for classifying extra-
virgin olive oil samples obtained from different countries by means of fatty acids
composition analysis by gas chromatography, as well as to optimize methods
for the separation of 13 phenolic compounds by capillary electrophoresis (CE).
Seven fatty acids were determined by gas chromatography with a flame
ionization detector (GC-FID), and the compounds were positively identified
using mass spectrometry. Considering just the fatty acid profiles, none of the
analyzed samples showed adulteration evidences. Employing PCA, it was
possible to group an Argentinian sample separately from the others, as well as
to verify certain correlations among fatty acids groups. The 13 phenolic
compound mixture consisted of tyrosol, hydroxytyrosol, oleuropein glycoside,
ferulic acid, p-coumaric acid, cinnamic acid, p-hydroxybenzoic acid, gallic acid,
caffeic acid, luteolin, apigenin, vanillic acid and 3,4-dyhydroxybenzoic acid.
Multivariate statistical techniques were employed to optimize the separation,
central composite central design, response surface analysis and Derringer and
Suich’s simultaneous optimization method. Two CE electrolytes were assessed:
sodium tetraborate and boric acid. Preconcentration techniques were also

studied to improve CE sensitivity. Multivariate procedures were efficient to

XXi



determine the optimal separation condition, using peak-pair resolution and
running time as the responses. Using on-line preconcentration it was possible to
reduce sample and toxic organic solvents, such as methanol and hexane, by a
factor of 7,5. The method with the best efficiency and lowest running time
employs a capillary column with 50 pm i. d. x 60 cm effective length with
extended light path, 50 mmol L™ of boric acid electrolyte, pH 10,2, 25°C,
injection of 50 mbar for 25 s with application of reversed voltage (—30 kV for 5 s)
before setting running voltage (+30 kV), and detection at 210 nm, performing

the separation at 12 min.
Keywords: extra-virgin olive oil; fatty acids; phenolic compounds; capillary

electrophoresis; gas chromatography; response surface optimization; PCA;

Derringer and Suich method; mass spectrometry
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INTRODUCAO GERAL

O azeite de oliva extravirgem é obtido do fruto das oliveiras (Olea
europaea L.) somente por meios mecanicos, sem nenhum outro tratamento
além de lavagem, filtracdo, decantagdo ou centrifugacdo. Assim, 0s
componentes minoritarios provenientes do fruto da oliveira permanecem no
produto final, ao contrario de outros 6leos vegetais que foram submetidos aos
processos de refino. Gragas aos estudos que demonstraram as qualidades do
azeite de oliva em relagdo aos seus beneficios a salude, seu consumo vem
aumentando muito nos ultimos anos, inclusive no Brasil. Entre os principais
responsaveis por estes efeitos estariam o elevado teor de &cidos graxos
monoinsaturados, a presenca de acido a-linolénico (18:3, n-3) e 0s compostos
fendlicos, que agem como antioxidantes e sequestradores de radicais livres
(MURKOVIC et al., 2004; CARRASCO-PANCORBO et al., 2005).

O mercado de azeites de oliva no Brasil apresenta vendas de
aproximadamente 32.000 toneladas, posicionando-o entre os 10 paises de
maior consumo no mundo. Entretanto, ainda ha um grande potencial de
crescimento para o azeite de oliva no pais, pois 0 consumo per capita ainda é
muito baixo (170 g/ano) (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE PRODUTORES,
IMPORTADORES E COMERCIANTES DE AZEITE DE OLIVA, 2010).

Embora muito modestas, existem hoje no Brasil algumas tentativas no
que se refere ao cultivo de oliveiras para a posterior producdo de azeite de
oliva nacional. A EMBRAPA Clima Temperado (Pelotas-RS) esta
desenvolvendo um projeto chamado Introdug&o e Desempenho Agrondmico de
Cultivares de Oliveiras no Rio Grande do Sul e em Santa Catarina (EMBRAPA,

2008). A extracdo do azeite de oliva das azeitonas produzidas em Dom Pedrito



(RS) foi realizada no INIA (Instituto Nacional de Investigacién Agropecuaria), no
Uruguai. A EPAMIG (Empresa de Pesquisa Agropecuéaria de Minas Gerais)
esta produzindo azeite de oliva extravirgem na Fazenda Experimental de Maria
da Fé (FEMF), no sul de Minas Gerais. A primeira extracdo de azeite de oliva
extravirgem no Brasil foi feita na EPAMIG/Maria da Fé, em fevereiro de 2008
(EPAMIG, 2008).

A principal caracteristica do azeite de oliva é a abundancia de acido
oleico (18:1, n-9), que varia entre 55 e 83% do total de &cidos graxos
(CARRASCO-PANCORBO et al., 2005; SERVILI et al., 2009). Este elevado
teor de 4cido oleico o torna menos susceptivel a oxidagdo, o que colabora para
sua estabilidade (OWEN et al., 2000). Em funcdo do elevado valor agregado do
produto, adulteracbes do azeite de oliva extravirgem séo bastante recorrentes,
e a composicdo em 4acidos graxos pode ser empregada como um dos
parametros em estudos de verificacdo de adulteracbes, pois é uma
caracteristica dos diferentes 6leos vegetais.

Na analise de compostos fendlicos em azeite de oliva virgem sao
necessarias poderosas técnicas de separacdo e quantificacdo. A eletroforese
capilar pode representar um bom compromisso entre tempo de andlise e
caracterizagdo satisfatoria para algumas classes de compostos fendlicos do
azeite de oliva. A velocidade, resolucéo e simplicidade da eletroforese capilar,
combinadas aos baixos custos de operagdo e praticamente auséncia de
residuos gerados, tornam a técnica uma opcao atrativa para o desenvolvimento
de métodos para andlise de compostos fendlicos em azeite de oliva

(CARRASCO-PANCORBO et al., 2005; GOMEZ-CARAVACA et al., 2005).



Dada a importancia dos compostos fendlicos presentes no azeite de
oliva, o desenvolvimento e a validagdo de metodologias analiticas, bem como
estudos que determinem a composicdo e a quantidade dos mesmos sédo de
fundamental importancia frente ao crescente interesse da populagdo no
consumo desse produto no Brasil. No momento, praticamente inexistem
estudos que tenham determinado a composi¢cdo de compostos fendlicos nos
azeites de oliva comercializados no pais. O emprego de eletroforese capilar
para este tipo de andlise vem crescendo na comunidade cientifica, mas
estudos de desenvolvimento e otimizagdo de metodologias para compostos
fenolicos em azeite de oliva ainda ndo foram realizados no Brasil.

Assim, o0s objetivos deste trabalho foram otimizar e validar uma
metodologia para analise de compostos fendlicos em azeite de oliva
extravirgem por eletroforese capilar. Os compostos fenélicos estudados foram
tirosol, hidroxitirosol, acido galico, acido p-hidroxibenzoico, &cido 3,4-
dihidroxibenzoico, acido vanilico, acido cinamico, acido ferrulico, &cido p-
cumarico, acido cafeico, luteolina, apigenina e oleuropeina glicosideo, sendo
este ultimo pertencente a classe dos secoiridéides, caracteristica do fruto da
oliveira e do azeite de oliva. Além disso, foi realizada uma Analise de
Componentes Principais (PCA), utilizando os dados da composi¢do em &cidos
graxos obtidos por cromatografia em fase gasosa, para avaliar a possibilidade

de classificacdo das amostras provenientes de diferentes paises.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Azeite de Oliva — Definicao

A oliveira (Olea europaea L.), conforme é conhecida atualmente, teve
sua origem h& cerca de 5.000 anos na regido que hoje corresponde a antiga
Pérsia e Mesopotamia. Posteriormente, a oliveira se espalhou a partir destes
paises para os territérios mais proximos que hoje correspondem & Siria e a
Palestina (HARWOOD & APARICIO, 2000).

O azeite de oliva virgem € Unico entre os diferentes tipos de Oleos
vegetais, pois é obtido do fruto das oliveiras (Olea europaea L.) somente por
meios mecanicos. Este tipo de processamento retém os compostos minoritarios
originalmente presentes no fruto da oliveira, diferentemente de outros 6leos
vegetais, onde estes compostos geralmente sdo removidos durante as
diferentes etapas de refino (CARRASCO-PANCORBO et al, 2004;
CARRASCO-PANCORBO et al., 2005b). O fruto da oliveira (azeitona) é
classificado como uma drupa, sendo que o mesocarpo responde por 70-90%
do peso total, o endocarpo por 9-27% e a semente por 2-3%. O mesocarpo
contém cerca de 30% de 6leo, e a semente é constituida por 27% de 6leo. O
Oleo proveniente do mesocarpo corresponde a mais de 95% do Oleo total
extraido do fruto (CONDE, DELROT & GEROS, 2008).

A legislagdo brasileira define azeite de oliva virgem como o produto
obtido do fruto da oliveira (Olea europaea L.) somente por processos
mecéanicos ou outros meios fisicos, em condi¢gbes térmicas que ndo produzam
alteracdo do azeite, e que ndo tenha sido submetido a outros tratamentos além

de lavagem, decantacdo, centrifugacdo e filtracdo (BRASIL, 2005). Essa
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definicdo esta de acordo com as diretrizes do Codex Alimentarius para o azeite
de oliva (CODEX STAN 33, 2009). A Tabela 1.1 traz a classificagdo do azeite

de oliva conforme os limites maximos para alguns parametros fisico-quimicos.

Tabela 1.1. Classificacéo do azeite de oliva.

“Acidez em indice de
Classificacao Acido Oleico Peroxidos
(9/100 g) (meg/kg)
Azeite de Oliva Extravirgem Méximo 0,8 -
Azeite de Oliva Virgem Maximo 2,0 Maximo 20,0
Azeite de Oliva Maximo 1,0 Maximo 15,0
Azeite de Oliva Refinado Maximo 0,3 Maximo 5,0

Fonte: BRASIL, 2005; CODEX STAN 33, 2009.

A produgdo mundial de azeite de oliva é de aproximadamente 2,5
milhdes de toneladas, sendo Espanha, Italia, Grécia e Portugal os maiores
produtores (MURKOVIC et al., 2004; SONI et al., 2006). Os paises do
Mediterraneo produzem 98% de todo o azeite de oliva comercializado no
mundo. Para alguns paises como a Tunisia, a importdncia econdbmica da
exportacdo de azeite de oliva chega a 38% (HARWOOD & APARICIO, 2000).
O mercado de azeite de oliva no Brasil apresenta vendas de aproximadamente
32.000 toneladas, similar ao Jap&o e superior & Australia e ao Canada. O Brasil
esti posicionado entre os 10 paises de maior consumo no mundo. O aumento
continuo desse mercado demonstra que, cada vez mais, o brasileiro aprecia as
caracteristicas Unicas do azeite de oliva. Diversos tipos de azeites,
provenientes principalmente de Portugal, Italia, Espanha e Argentina, sao
comercializados no Brasil. Entretanto, ha um grande potencial de crescimento

para o azeite de oliva no pais, pois 0 consumo per capita ainda é muito baixo
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(170 g/ano), em comparacdo aos gregos que consomem 25 kg/ano e aos
italianos e espanhdis com 12 kg/ano. Em termos do tipo de azeite de oliva
consumido, a participacdo de mercado do azeite extravirgem representa 37%
do consumo no Brasil e Australia, 50% no Japéo, 54% nos EUA, 61% no
Canada, 78% na ltdlia e 85% na Grécia (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
PRODUTORES, IMPORTADORES E COMERCIANTES DE AZEITE DE

OLIVA, 2010).

1.2. Azeite de Oliva e Saude

Nos ultimos 30 anos o interesse no uso culinério do azeite de oliva vem
aumentando, principalmente pelas virtudes da dieta mediterrdnea e seus
efeitos benéficos a saude, provenientes em grande parte do consumo de azeite
de oliva (SERVILI & MONTEDORO, 2002; CARRASCO-PANCORBO et al.,
2005b). E importante mencionar, entretanto, que se deve tomar cuidado com o
termo “dieta mediterranea”, ja que ndo ha uma uUnica, mas sim varias “dietas
mediterraneas”, visto que o0s paises ao longo do Mediterraneo possuem
diferentes religides, tradicdes econdmicas e culturais, e a dieta é afetada por
todos estes fatores (SIMOPOULOS, 2001).

Existe uma significativa correlacdo entre as dietas mediterrdneas e uma
reducdo nas taxas de mortalidade por diversas causas, além dos efeitos
favoraveis desta dieta sobre os niveis das lipoproteinas, vasodilatagéao,
resisténcia a insulina, capacidade antioxidante e sindrome metabdlica. Os
estudos indicam que h& nove componentes de grande importancia nas dietas
mediterraneas: elevada razdo de acidos graxos monoinsaturados/saturados

(derivada do alto consumo de azeite de oliva); consumo moderado de etanol
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(principalmente vinho); elevado consumo de legumes; alto consumo de cereais
(principalmente cereais nao refinados e paes); alto consumo de frutas; elevado
consumo de vegetais; baixo consumo de carne e produtos carneos; consumo
moderado de leite e produtos lacteos; elevado consumo de peixe e produtos
derivados (SAURA-CALIXTO & GONI, 2009).

Radicais livres e outros compostos reativos sdo gerados por substancias
guimicas exdgenas ou processos metabdlicos endégenos em alimentos ou no
corpo humano. Estes radicais podem causar danos oxidativos, os quais
possuem um papel patolégico importante em algumas doengas humanas como
aterosclerose, cancer e artrite (ZULLO & CIAFARDINI, 2008). Acredita-se que
0s componentes do azeite de oliva presente na dieta mediterranea, a qual é
basicamente vegetariana por natureza, podem contribuir para a menor
incidéncia de doengas coronarias e cancer de colon e de prostata. A dieta
mediterranea inclui o consumo elevado de azeite de oliva, o qual contém
grandes quantidades de substancias fendlicas. Estes compostos fendlicos séo
fortes antioxidantes e sequestradores de radicais livres (OWEN et al., 2000a;
BENKHALTI et al., 2002; MURKOVIC et al., 2004; PERONA, CABELLO-
MORUNO & RUIZ-GUTIERREZ, 2006; SANCHEZ et al., 2007; LEE et al.,
2008). Os compostos fenolicos do azeite de oliva também atuam como agentes
anti-inflamatoérios, antivirais e anticarcinogénicos. Assim, os frutos da oliveira e
seus derivados podem ser considerados uma fonte potencial de antioxidantes
naturais, os quais poderiam ser usados pela industria de alimentos e

farmacéutica (SAVARESE, DE MARCO & SACCHI, 2007).
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1.3. Composi¢do Quimica do Azeite de Oliva

A composicdo quimica do azeite de oliva consiste em componentes
majoritarios e minoritarios. Os triacilgliceréis respondem por 98% do peso total.
A principal caracteristica do azeite de oliva € a abundancia de acido oleico
(18:1, n-9), que varia entre 55 e 83% do total de &cidos graxos (CARRASCO-
PANCORBO et al., 2005b; SERVILI et al., 2009). Este elevado teor de &cido
oleico é importante porque ele é menos susceptivel a oxidagdo do que o0s
acidos graxos poli-insaturados que predominam em outros o6leos, 0 que
colabora para sua estabilidade (OWEN et al., 2000b). A elevada proporgéo de
acido oleico ajuda a diminuir os niveis de colesterol LDL (“low-density
lipoprotein”) e aumentar os niveis de colesterol HDL (“high-density lipoprotein”)
no sangue. Isto € extremamente importante, visto que as lipoproteinas HDL
transportam o colesterol das artérias para o figado, enquanto que as
lipoproteinas LDL transportam o colesterol a partir do figado, depositando-o
nas artérias, onde pode causar aterosclerose e, assim, aumentar o risco de
doencas cardiovasculares. O azeite de oliva é considerado um alimento
funcional, pois além do elevado teor de monoinsaturados também possui
outros componentes minoritarios com importantes propriedades biolGgicas.
Alguns compostos fendlicos e o &cido a-linolénico (18:3, n-3) colaboram para
reduzir o risco de doencas do coragdo, diminuir a pressao sanguinea e
proteger contra a formagdo de placas nas artérias (COVAS, 2007; CONDE,
DELROT & GEROS, 2008; CICERALE et al., 2009).

A adulteracdo do azeite de oliva com varios 6leos vegetais é um
problema comum, afetando a qualidade e o valor comercial do produto. Esta

pratica € um abuso comercial do azeite de oliva e causa uma grande perda do
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valor econdémico do produto. Os principais critérios de pureza para azeites de
oliva baseiam-se principalmente no teor de acidos graxos livres, na extingdo
especifica, na composicdo em acidos graxos e na composicdo de esteréis
(DOURTOGLOWU et al., 2003). Assim, verifica-se que a composi¢cao em acidos
graxos pode ser Util, quando usada em conjunto com outros parametros, para
determinar possiveis adulteragbes do azeite de oliva. O Codex Alimentarius
especifica os limites legais para os &cidos graxos encontrados no azeite de
oliva, a serem determinados por cromatografia em fase gasosa (CODEX STAN
33, 2009).

Os componentes minoritarios perfazem os 2% restantes do peso total do
azeite de oliva. Sdo mais de 230 compostos quimicos, como alcoois
triterpénicos e alifaticos, esterdis, hidrocarbonetos, compostos volateis e
antioxidantes (CARRASCO-PANCORBO et al., 2005b). Os compostos volateis
mais abundantes s&o aldeidos com seis atomos de carbono [hexanal, 3(Z)-
hexenal e 2(E)-hexenal] e alcodis [hexanol, 3(Z)-hexenol e 2(E)-hexenol], e
seus acetil ésteres [hexil acetato e 3(Z)-hexenil acetato], os quais representam
80% dos compostos volateis totais, sendo 2(E)-hexenal o composto mais
proeminente (CONDE, DELROT & GERQOS, 2008).

Os principais antioxidantes sdo carotendides e os compostos fendlicos,
incluindo fendlicos lipofilicos e hidrofilicos. Entre os fendis lipofilicos estdo os
tocoferdis, os quais em sua maioria podem ser encontrados em outros 6leos
vegetais, enquanto que alguns fendis hidrofilicos do azeite de oliva ndo séo
comumente encontrados em outros 6leos (CARRASCO-PANCORBO et al.,
2005b). A presenca de compostos fenolicos hidrofilicos no azeite de oliva

virgem e sua elevada atividade antioxidante podem ser explicadas pelo
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“paradoxo polar”, o qual diz que “antioxidantes polares sdo mais efetivos em
lipideos ndo polares, enquanto que antioxidantes ndo polares sdo mais ativos
em emulsdes de lipideos polares”. Em sistemas oleosos 0s antioxidantes
hidrofilicos, como os fendis polares, sdo orientados para a interface ar-0leo
(uma pequena quantidade de ar sempre esta presa dentro do 6leo) e tornam-se
mais efetivos contra a oxidagdo do que os antioxidantes lipofilicos, como os
tocoferdis, os quais permanecem em solug&o no 6leo (BENDINI et al., 2007). E
importante mencionar que, mesmo o fruto da oliveira sendo rico em compostos
fendlicos, apenas 2% do conteudo total é transferido para a fase oleosa,
enquanto que os 98% restantes se dividem entre a 4gua residual e a fase
sélida, resultantes do processo de prensagem. Estes residuos estdo sendo
estudados como fonte de extratos ricos em compostos antioxidantes, de modo
a agregar valor aos subprodutos e reduzir o impacto ambiental (DEJONG &

LANARI, 2009; RODRIGUEZ et al., 2009).

1.4. Compostos Fendlicos em Azeite de Oliva

O clima distinto da bacia mediterranea, caracterizado por tempo quente
e irradiagdo prolongada de luz solar, permitiu o desenvolvimento de plantas,
tais como as oliveiras, cujos frutos precisam de uma elevada proporcdo de
moléculas antioxidantes. A sintese de compostos fendlicos como antocianinas,
flavondides e acidos fendlicos, de fato, é ativada pela irradiagcédo de luz branca,
e resulta em frutos de coloracdo escura que, assim, protegem a si mesmos dos
efeitos nocivos da prolongada exposicdo a luz solar (VISIOLI, BELLOMO &
GALLI, 1998; VISIOLI & GALI, 2002). Os compostos fendlicos também agem

nas plantas como antimicrobianos, fotorreceptores, atrativos visuais e
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repelentes de predadores, como herbivoros (PIETTA, 2000; NICHENAMETLA
et al., 2006).

Os compostos fendlicos possuem um importante papel na qualidade do
azeite de oliva, visto que contribuem significativamente para a estabilidade
oxidativa do 6leo. Além disso, os fendlicos sdo os principais responsaveis pelo
sabor amargo, adstringéncia e pungéncia do azeite de oliva (RODRIGUEZ-
MENDEZ, APETREI & DE SAJA, 2008; INAREJOS-GARCIA et al., 2009). Em
geral, assume-se que 0s responsaveis pelo estimulo “pungente” e “amargo” do
azeite de oliva virgem sejam 0s compostos tirosol, hidroxitirosol e seus
derivados (ESTI et al., 2009; SERVILI, et al., 2009). O azeite de oliva virgem
apresenta uma notavel resisténcia a oxidacdo, a qual tem sido relacionada a
sua composicdo em acidos graxos e aos elevados niveis de antioxidantes
naturais, tais como o0s compostos fendlicos hidrofilicos e lipofilicos
(PAPADIMITRIOU et al., 2006).

Existem ao menos 36 compostos fendlicos hidrofilicos estruturalmente
distintos ja identificados no azeite de oliva virgem. Nem todos os fendlicos
estdo presentes em cada azeite de oliva virgem, e ha variagdo na concentracdo
de fendlicos entre os azeites de oliva virgem (CICERALE et al., 2009).
Basicamente, costuma-se agrupar os compostos fendlicos nas seguintes
categorias: 1) fendis, &cidos fendlicos e acidos fenilacéticos; 2) &cidos
cindmicos, cumarinas, isocumarinas e cromonas; 3) lignanas; 4) dez grupos de
flavonodides; 5) ligninas; 6) taninos; 7) benzofenonas, xantonas e estilbenos; 8)
quinonas; 9) betacianinas. A maioria dos compostos fendlicos € encontrada na
natureza em uma forma conjugada, principalmente com moléculas de acUcares

(CARRASCO-PANCORBO et al.,, 2005b). A glicosilacdo dos compostos
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fendlicos resulta em menor atividade antioxidante do que aquela apresentada
pela aglicona correspondente (HEIM, TAGLIAFERRO & BOBILYA, 2002;
CHOE & MIN, 2009).

Os compostos fendlicos ja identificados e quantificados em azeite de
oliva pertencem as classes de fenil-etil-alcoois (como hidroxitirosol e tirosol),
acidos fendlicos (como o acido p-cumarico, acido vanilico, etc.), lignanas [(+)-
pinoresinol e (+)-1l-acetoxipinoresinol], secoiridoides (varios derivados
agliconas da oleuropeina e ligstrosideo) e flavondides (luteolina e apigenina)
(CARRASCO-PANCORBO et al.,, 2006a). A Figura 1.1 ilustra alguns dos

compostos fendlicos ja encontrados em azeite de oliva virgem.
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Derivados do Acido Benzoico Derivados do Acido Cinamico
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Figura 1.1. Estruturas de alguns compostos fendlicos encontrados em azeite de oliva virgem. Identificacdo: 1) Acido Galico; 2) Acido p-
hidroxibenzoico; 3) Acido 3,4-dihidroxibenzoico; 4) Acido Vanilico; 5) Acido Cinamico; 6) Acido Cafeico; 7) Acido p-cumérico; 8) Acido Ferrdlico; 9)
Tirosol; 10) Hidroxitirosol; 11) Luteolina; 12) Apigenina; 13) Oleuropeina Glicosideo.
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Entre os compostos fendlicos mencionados, aqueles pertencentes a
classe dos secoiriddides séo caracteristicos dos frutos da oliveira e do azeite
de oliva virgem produzido a partir destes (OBIED et al., 2008). Em patrticular,
eles sdo formados pela esterificacdo de um fenil-etil-alcool (hidroxitirosol ou
tirosol) com o acido elendlico. Eventualmente podem exibir aclcares
glicosilados ao acido elendlico. A aglicona oleuropeina e seus derivados (o-
difendis) estdo presentes em grande quantidade no azeite de oliva virgem e
possuem uma comprovada atividade contra radicais livres. Durante a
prensagem e a malaxagem, os secoiriddides glicosideos presentes no fruto da
oliveira s&@o hidrolisados pelas B-glicosidases enddgenas, liberando as
agliconas. Estas possuem caracteristicas ampifilicas e sofrem particdo entre a
camada oleosa e a agua do fruto. Durante a estocagem, reagdes hidroliticas
podem promover a liberacdo de hidroxitirosol e tirosol a partir dos secoiridéides
mais complexos. Através do sequestro de radicais livres, o qual resulta na
interrupcdo das reacdes em cadeia da fase de propagacdo da oxidacédo, estas
moléculas exibem um importante papel no aumento da vida-de-prateleira do
azeite de oliva (GALLINA-TOSCHI et al., 2005; BENDINI et al., 2007; CONDE,
DELROT & GEROS, 2008). Hidroxitirosol e oleuropeina exibiram atividade
antioxidante mais efetiva do que os tocoferdis e alguns antioxidantes sintéticos
aprovados para uso em alimentos, como o butil hidroxitolueno (BHT) (MEDINA
et al., 1999; BENDINI et al., 2007).

Tirosol, hidroxitirosol e seus derivados secoiriddides respondem por
cerca de 90% do teor total de fendlicos do azeite de oliva virgem. Hidroxitirosol
€ o fendlico antioxidante mais potente do azeite de oliva, cuja atividade

biol6gica tem estimulado pesquisas sobre o seu provavel papel na protecéo
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cardiovascular (OWEN et al.,, 2000b; O’'DOWD et al., 2004; DE LA TORRE,
2008; BROUK & FISHMAN, 2009; CHOE & MIN, 2009).

Compostos fendlicos sdo metabdlitos secundérios das plantas, com uma
grande diversidade estrutural e uma ampla distribuicéo filogenética (VINHA et
al., 2005; BOUDET, 2007). Dentre suas diferentes acgbes, 0S compostos
fendlicos sdo antioxidantes que impedem as reacdes em cadeia da fase de
propagacdo da oxidacao lipidica ao doarem um atomo de hidrogénio para o
radical lipidico (MENDOZA-WILSON & GLOSSMAN-MITNIK, 2006;
SAMANIEGO SANCHEZ et al., 2007). O radical fenoxil resultante é
estabilizado pela delocalizagdo do par de elétrons por ressonancia. Os
compostos fendlicos sdo aptos a sequestrar radicais peroxil e alcoxil, além de
quelarem ions de metais de transicdo presentes em quantidades trago, o que
dificulta a fase de iniciacdo da oxidacdo (HEIM, TAGLIAFERRO & BOBILYA,
2002; BENDINI et al., 2007; ZHAO & MOGHADASIAN, 2008). Tirosol e
hidroxitirosol sequestram radicais livres através de um mecanismo similar ao
dos tocoferdis, através da transferéncia de hidrogénio. Os hidrogénios fendlicos
do tirosol e do hidroxitirosol sdo transferidos aos radicais do alimento, com a
producdo de radicais semiquinonas. Os radicais semiquinonas do tirosol e do
hidroxitirosol podem sequestrar outros radicais do alimento, transformando-se
em quinonas, ou sofrerem reacdo de desproporcionamento com outros radicais
semiquinonas para reconstituir os fendlicos originais e liberar quinonas, ou
reagirem com o oxigénio para produzir quinonas e radicais hidroperoxil (CHOE
& MIN, 2009).

Os flavondides precisam de caracteristicas estruturais especiais para

sequestrar radicais livres: grupo o-dihidroxil no anel B e conjugacdo da dupla
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ligacé@o entre as posi¢cdes 2,3 do anel B ao grupo oxo na posicao 4 do anel C
(RICE-EVANS, MILLER & PAGANGA, 1996; PANNALA et al, 2001,
FERNANDEZ-PANCHON et al., 2008; CHOE & MIN, 2009). Quercetina, rutina
e luteolina satisfazem estes requerimentos e sdo conhecidas como alguns dos
mais eficientes sequestradores de radicais livres entre os fendis néo-
vitaminicos das plantas (CHOE & MIN, 2009). Compostos com grupo funcional
o-dihidroxil apresentam alta atividade antioxidante em fungéo da formagéo de
ligagbes de hidrogénio intramoleculares durante a reagdo com os radicais
livres. A presenca de apenas um grupo hidroxila ligado ao anel benzénico
confere somente uma limitada atividade antioxidante. Além disso, substituintes
doadores de elétrons na posicdo “orto” enfraquecem a ligacdo oxigénio—
hidrogénio (O—H) do fenol, proporcionando maior estabilidade ao radical fenoxil
(CARRASCO-PANCORBO et al., 2005a; SERVILI et al., 2009). Apesar de sua
atividade antioxidante mais fraca quando comparado ao hidroxitirosol, o tirosol
foi efetivo ao preservar as defesas antioxidantes das células, possivelmente
devido a sua acumulacao intracelular (BENEDETTO et al., 2007).

A quantidade e a composicéo da fracdo fendlica estdo relacionadas ao
cultivar de oliveira, a regido geogréfica, aos métodos de cultivo, ao grau de
amadurecimento e a tecnologia de extracdo. A avaliacdo das variaveis
tecnolédgicas é de grande interesse, de modo a maximizar o teor de fendlicos
no azeite de oliva virgem. A forma de estocagem do azeite de oliva virgem
(garrafas transparentes ou néo, incidéncia de luz, temperatura, tempo de
estocagem) pode promover a reducdo no teor de alguns compostos fendlicos,
assim como o emprego de temperaturas elevadas no preparo de frituras

(OKOGERI & TASIOULA-MARGARI, 2002; AGUILERA et al., 2005; BELTRAN
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et al., 2005; GALLINA-TOSCHI et al., 2005; TURA et al., 2007; CICERALE et
al., 2009; LERMA-GARCIA et al., 2009; VEILLET et al., 2009). Conforme
demonstrado por Brenes et al. (2001), a principal alteracdo na composi¢do dos
fendlicos durante a estocagem no escuro a 30°C foi a hidrélise dos
secoiriddides agliconas, produzindo um aumento no teor de fendlicos livres,
como hidroxitirosol e tirosol. Em contraste, a concentracao de lignanas como 1-
acetoxipinoresinol e pinoresinol permaneceu constante durante a estocagem.
Campanella et al. (2008) concluiram que a temperatura na qual o azeite de
oliva é utilizado é um fator crucial para o tempo maximo de estabilidade em que
ele pode ser empregado com seguranca para o preparo de alimentos.
Considerando-se a importancia dos compostos fendélicos para o azeite
de oliva virgem, deve-se notar o fato de que esta classe de compostos ainda
nao foi completamente caracterizada, devido a complexidade da sua natureza
guimica e a complexidade da matriz onde eles sdo encontrados (BENDINI et

al., 2007).

1.4.1. Analise de Compostos Fendlicos em Azeite de Oliva

1.4.1.1. Extracdo dos Compostos Fendlicos

As formas glicosiladas dos compostos fendlicos presentes nos frutos da
oliveira em geral ndo s&o encontrados no azeite de oliva, apenas suas
agliconas (HARWOOD & APARICIO, 2000; BENDINI et al., 2007).

No que se refere ao processo de extracdo dos compostos fendlicos do

azeite de oliva virgem, duas principais técnicas foram reportadas na literatura:
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extracdo liquido-liquido (LLE) e extracdo em fase solida (SPE) (TURA &
ROBARDS, 2002).

O solvente mais usado para LLE é o metanol, misturado com diferentes
niveis de agua que variam entre 0 e 40%. Apds a particdo, o solvente é
evaporado, e o residuo é ressuspendido em um volume conhecido e entédo
filtrado. Alguns métodos de LLE adicionam um solvente lipofilico ao 6leo antes
da particdo com metanol/agua. O solvente mais usado é o hexano, mas éter de
petréleo e cloroféormio também ja foram propostos (PIRISI et al., 2000; SERVILI
et al., 2004; CARRASCO-PANCORBO et al., 2005b). Diversos trabalhos
utilizaram LLE como técnica de extracdo dos compostos fendlicos do azeite de
oliva virgem e das azeitonas (MONTEDORO et al., 1992a; MONTEDORO et
al., 1992b; MONTEDORO et al., 1993; BENDINI et al., 2003; BONOLI et al.,
2003; BONOLI et al., 2004; CARRASCO-PANCORBO et al., 2004; HRNCIRIK
& FRITSCHE, 2004; MURKOVIC et al., 2004; GALLINA-TOSCHI et al., 2005;
GOMEZ-CARAVACA et al., 2005; BENDINI et al., 2006; OBIED et al., 2007;
SAVARESE, DE MARCO & SACCHI, 2007; CHRISTOPHORIDOU & DAIS,
2009).

No caso da SPE, bons resultados foram obtidos utilizando-se uma fase
solida de Cis, mas apenas para fendlicos mais simples. Entretanto, no caso dos
derivados de secoiriddides, a recuperacdo foi muito baixa (CARRASCO-
PANCORBO et al., 2005b). Em um estudo comparativo das duas técnicas de
extracdo, Bendini et al. (2003) demonstraram que a LLE proporcionou 0s
melhores resultados de recuperagdo para uma mistura de 15 padrdes de
compostos fendlicos, adicionados a 6leo de amendoim refinado. Para amostras

de azeite de oliva virgem, tanto LLE quanto SPE mostraram elevadas
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recuperacdes das principais classes de compostos, com desempenho
equivalente. Porém, em termos de custo, a LLE é mais acessivel.
Experimentos conduzidos por Hrncirik & Fritsche (2004) revelaram que o
emprego de SPE produziu resultados ambiguos, o que ndo ocorreu com a LLE.
A técnica de SPE foi utilizada em inimeros trabalhos da literatura (BENDINI et
al., 2003; HRNCIRIK & FRITSCHE, 2004; GOMEZ-CARAVACA et al., 2005;
TORRE-CARBOT et al., 2005; CARRASCO-PANCORBO et al., 2006a;
CARRASCO-PANCORBO et al., 2006b; CARRASCO-PANCORBO et al.,
20009).

Para andlise dos compostos fendlicos nos frutos da oliveira, uma etapa
de hidrdlise foi incluida para minimizar interferéncias na etapa de separacéo
(cromatografica ou ndo) e para simplificar os dados, principalmente quando os
padrbes apropriados ndo estavam disponiveis comercialmente. A hidrélise
acida é a abordagem tradicional para medig&o das agliconas e acidos fendlicos
a partir dos flavonbides glicosilados e ésteres de &cidos fendlicos,
respectivamente (TURA & ROBARDS, 2002; CARRASCO-PANCORBO et al.,

2005h).

1.4.1.2. Separacao e Quantificagdo dos Compostos Fendlicos

Para a separacdo e determinacdo de compostos fendlicos individuais
nos extratos de azeite de oliva obtidos através de LLE ou SPE, normalmente
utiliza-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detecc¢édo no
ultravioleta (UV), eletroquimica, por fluorescéncia ou por espectrometria de
massas (MS) (MERKEN & BEECHER, 2000; CARRASCO-PANCORBO et al.,

20063).
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A cromatografia em fase gasosa (GC) possui as vantagens de menores
limites de detecgcdo e maior eficiéncia de separacdo, comparada a técnica de
HPLC. O acoplamento GC/MS permite a obtencdo direta de informacgdes
qualitativas, através do espectro de massas, sendo o modo mais simples de
identificar compostos fendlicos (SAITTA et al., 2009). Porém, a andlise por
cromatografia em fase gasosa ndo é muito utilizada, em fung&o da necessidade
de uma etapa de derivatizacdo, j& que os compostos fendlicos possuem baixa
volatilidade (CARRASCO-PANCORBO et al., 2006a).

A maioria dos trabalhos na literatura determina o teor de fendlicos totais
em azeite de oliva através de andlise espectrofotométrica e caracterizam o
perfil de compostos fendlicos por cromatografia em fase gasosa (GC) ou,
principalmente, por HPLC em fase reversa (RP-HPLC). Apesar do sucesso da
técnica de HPLC para analise de compostos fendlicos, a mesma precisa de um
acurado preparo de amostra e, geralmente, possui um tempo de analise
demorado, devido a complexidade da matriz. A andlise de compostos fendlicos
em azeite de oliva por HPLC pode demorar mais de 90 minutos (CARRASCO-
PANCORBO et al.,, 2005b). Diversos trabalhos empregaram HPLC para a
analise de compostos fendlicos em azeite de oliva virgem (MONTEDORO et
al., 1992a; MONTEDORO et al., 1992b; MONTEDORO et al., 1993; PIRISI et
al., 1997; BENDINI et al., 2003; BONOLI et al., 2004; HRNCIRIK & FRITSCHE,
2004; WANG & HUANG, 2004; GALLINA-TOSCHI et al., 2005; BENDINI et al.,
2006; SAVARESE, DE MARCO & SACCHI, 2007).

A espectrometria de massas acoplada a cromatografia liquida (LC/MS)
tem sido amplamente aceita como a principal ferramenta na identificagéo,

caracterizacdo estrutural e andlise quantitativa dos compostos fendlicos em
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azeite de oliva. O emprego do espectrdmetro de massas para a deteccéo
oferece inegaveis vantagens, como a independéncia em relacdo a presenca de
cromoforos, limites de deteccdo menores que o UV na maioria dos casos, a
possibilidade de obtencdo de informacéo estrutural e facil separacé@o de picos
que coeluem, utilizando-se as informac¢des de m/z (massa/carga) como uma
segunda dimenséo. A sensibilidade depende da interface utilizada. Na andlise
de compostos fendlicos por LC/MS, as fontes de APCI (“Atmospheric Pressure
Chemical lonization”) e ESI (“Electrospray”) sdo as mais utilizadas, em modo
positivo e negativo. De modo geral, os compostos fendlicos sdo detectados
com grande sensibilidade no modo negativo, mas o modo positivo apresenta
fragmentos com significativa informacéo estrutural. Os resultados de ambos os
modos sdo complementares. Diversos analisadores de m/z podem ser
empregados, como Quadrupolo (Q) e Tempo de Voo (TOF), assim como a
espectrometria de massas seqiiencial (MS"), onde temos como exemplo o
Triplo Quadrupolo (QQqQ) e o “lon Trap” (IT), entre outros (LAFONT et al., 1999;
STOBIECKI, 2000; MURKOVIC et al., 2004; TORRE-CARBOT et al., 2005;
BENDINI et al., 2006; BENDINI et al.,, 2007; SAVARESE, DE MARCO &
SACCHlI, 2007).

Técnicas espectroscopicas de alta resolugcdo, e particularmente as
espectroscopias de ressonancia magnética (NMR) e no infravermelho (IR)
foram empregadas de maneira eficaz para a andlise de varios extratos
contendo compostos fendlicos de alimentos. A aplicagdo da NMR é restrita no
caso de misturas complexas, mas ela ja vem sendo usada em acoplamento as
técnicas de separagdo. A caracterizacdo estrutural obtida por NMR é

fundamental para uma identificacdo conclusiva, principalmente na
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determinacgéo da estrutura de compostos ainda ndo estudados (MONTEDORO
et al., 1993; LIMIROLI et al., 1996; OWEN et al., 2003; BENDINI et al., 2007,
CHRISTOPHORIDOU & DAIS, 2009).

Nos ultimos anos, a eletroforese capilar (CE) mostrou-se uma técnica
rapida, permitindo a combinag&o de tempos de analise curtos e alta eficiéncia
de separacgdo para a analise dos componentes dos alimentos, particularmente
para os compostos fenolicos de azeite de oliva extravirgem (GOMEZ-
CARAVACA et al., 2005).

A maioria dos métodos desenvolvidos para a andlise de compostos
fendlicos por CE empregam metodologias simples de eletroforese capilar de
zona (CZE), com base em um tampéo borato em pH alcalino. De acordo com a
literatura, 0 modo de operacdo mais eficiente para separar compostos fenélicos
tem sido a CZE com tampdo borato, mas métodos de cromatografia
eletrocinética micelar (MEKC) com tampé&o borato ou fosfato e dodecilsulfato de
sédio (SDS) como agente micelar também estdo sendo empregados (MORIN,
VILLARD & DREUX, 1993a; MORIN, VILLARD & DREUX, 1993b; MAMAN et
al., 1996; JAC, POLASEK & POSPISILOVA, 2006). Em resumo, a separagao
por CZE é baseada na migracao diferencial de compostos ionizados (causada
pelas diferengcas na sua relagdo m/z) em um liquido condutor acondicionado
em um capilar, sob a influéncia de um campo elétrico produzido por alta
voltagem (JAC, POLASEK & POSPISILOVA, 2006).

A CE pode representar um bom compromisso entre tempo de andlise e
caracterizagdo satisfatoria para algumas classes de compostos fendlicos do
azeite de oliva. A velocidade, resolucéo e simplicidade da CE, combinadas aos

baixos custos de operagdo, tornam a técnica uma opgdo atrativa para o
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desenvolvimento de métodos aperfeicoados de analise de alimentos (LIMA,
DUARTE & ESTEVES, 2007). A eletroforese capilar é caracterizada pela alta
eficiéncia de separacdo, pequeno volume de amostra, baixo consumo de
eletrélito e a separagdo ocorre em um tempo reduzido. Esta Ultima
caracteristica € a principal vantagem em relacdo as técnicas cromatograficas, o
que torna a CE muito Gtil para andlises de rotina. A técnica pode ser acoplada a
diferentes detectores (UV, MS) (CARRASCO-PANCORBO et al.,, 2005b).
Inimeros estudos utilizaram CE para avaliar a composicao de compostos
fendlicos em azeite de oliva virgem (BENDINI et al., 2003; BONOLI et al., 2003;
BONOLI et al., 2004; CARRASCO-PANCORBO et al., 2004; PRIEGO-
CAPOTE, RUIZ-JIMENEZ & DE CASTRO, 2004; WANG & HUANG, 2004;
GOMEZ-CARAVACA et al., 2005, CARRASCO-PANCORBO et al., 2006a;
CARRASCO-PANCORBO et al.,, 2006b; CARRASCO-PANCORBO et al.,

2009).

1.4.2. Emprego de Técnicas Multivariadas para a Otimizagdo de Métodos de
Separagéao

Uma analise cromatografica ou eletroforética geralmente envolve trés
etapas: preparo de amostra, separagdo dos compostos e quantificacdo dos
compostos. Destas, as etapas de preparo de amostra e separagdo dos
compostos podem ser otimizadas empregando-se técnicas estatisticas
multivariadas. Os planejamentos mais comumente utilizados para determinar a
superficie de resposta sédo os planejamentos fatoriais completos e fracionarios
e, 0S mais complexos, composto central, Box-Behnken, Doehlert e

planejamento de misturas (FERREIRA et al., 2007).
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A otimizacdo multivariada de sistemas de separagdo pode ser realizada
baseando-se no seguinte procedimento:

0] Escolher um planejamento estatistico para investigar a regiao

experimental de interesse.

(i) Realizar os experimentos em ordem aleatoria.

(i)  Efetuar a andlise de variancia (ANOVA) sobre os resultados da

regressao para que o modelo mais apropriado, sem evidéncia de
falta de ajuste, possa ser usado para representar os dados. E
muito comum esta validagdo ndo ser demonstrada em aplicagfes
da superficie de resposta, mesmo sendo fundamental para saber
se o sistema foi realmente otimizado ou néo.

Modernos  programas de computadores  estatisticos  estdo
comercialmente disponiveis para ajudar o pesquisador a realizar todos estes
passos (BARROS NETO, SCARMINIO & BRUNS, 2003; BOX, HUNTER &
HUNTER, 2005; FERREIRA et al., 2007).

O desenvolvimento de um método de separacgéo por eletroforese capilar
€ um procedimento em que muitas varidveis podem afetar a seletividade da
separacao, principalmente as caracteristicas do tampao de corrida, a voltagem
e a temperatura do capilar. Na literatura, € muito comum encontrar pesquisas
aplicando um método classico para determinacdo das condi¢cdes Otimas de
separacao, variando um dos fatores enquanto os outros sdo mantidos em um
nivel especificado. Entretanto, esta abordagem unidimensional é muito
laboriosa e freqlientemente falha em garantir a determinagédo das condi¢des
Otimas. Por outro lado, realizar experimentos com todas as possiveis

combinagbes dos fatores analisados € impraticavel, pois um grande niamero de
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experimentos seria necessario. Para resolver estes problemas, emprega-se a
metodologia da superficie de resposta. Esta abordagem multivariada possui
vantagens em termos da reducdo no namero de experimentos, possibilidades
aperfeicoadas de interpretacao estatistica e reducédo do tempo total necessario
para a analise dos dados (RONDA et al., 2008). A metodologia da superficie de
resposta foi aplicada com sucesso para melhorar os resultados analiticos em
eletroforese capilar, como no estudo de Meinhart et al. (2010).

Quando o trabalho envolve muitos fatores, € comum a obtengcédo de
muitas respostas, e é bastante improvavel que a regido 6tima para todas elas
seja a mesma. Assim, é necessario o emprego de ferramentas estatisticas que
consigam lidar com um grande numero de respostas, de maneira a fornecer
uma resposta global adequada aos objetivos do pesquisador.

Neste sentido, pode-se trabalhar com a metodologia de otimizagédo
simultanea proposta por Derringer e Suich. Este método baseia-se na definicdo
de uma funcdo de desejabilidade para cada resposta, com valores restritos ao
intervalo [0,1]. Zero significa uma valor inaceitavel e um o valor mais desejavel.
Uma vez que as funcdes de desejabilidade tenham sido especificadas para
todas as respostas, deve-se combina-las em uma desejabilidade global,
normalmente dada pela média geométrica das m desejabilidades individuais.
Com este artificio, a otimizagdo simultdnea das varias respostas se reduz a
maximizacdo de um Unico valor, a desejabilidade global, transformando o
problema em descobrir quais os niveis dos fatores que maximizam o valor da
desejabilidade global. Outra vantagem desta definicdo é que o uso da média
geométrica faz com que a desejabilidade global se anule sempre que uma das

respostas tiver um valor inaceitavel, ndo importa o quao satisfatérios sejam os
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valores das outras respostas. E necessario muito cuidado ao utilizar este tipo
de ferramenta, pois a simples aplicagdo mecéanica do algoritmo de busca
podem produzir condicbes matematicamente “otimizadas”, porém sem
viabilidade prética. As condi¢gBes 6timas selecionadas devem ser submetidas a
experimentos confirmatorios, para verificar se os resultados obtidos através do
algoritmo realmente refletem os valores empiricos (BARROS NETO,
SCARMINIO & BRUNS, 2003; BREITKREITZ, 2007). A técnica de Derringer e
Suich foi eficientemente aplicada em um recente trabalho (BREITKREITZ,
JARDIM & BRUNS, 2009) para otimizar a separacdo de dois conjuntos, um
contendo 10 compostos neutros e o0 outro 11 agrotdxicos, por cromatografia
liguida de alta eficiéncia, com a obtencdo de excelentes resultados.

Com base nisso, pode-se verificar que estas técnicas estatisticas
multivariadas sdo poderosas ferramentas capazes de proporcionar um grande
auxilio na separacdo dos compostos fenolicos encontrados em azeite de oliva
extravirgem, cuja composicao é bastante complexa e ndo foi ainda totalmente

caracterizada.
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RESUMO

Nos ultimos anos, o interesse em relagdo ao consumo do azeite de oliva
aumentou significativamente, em fungéo da divulgagéo dos beneficios a saude
provenientes da sua ingestdo. Por ser um produto de alto valor agregado, € um
dos alvos preferidos para adulteragfes, principalmente através de misturas
com outros 6leos vegetais de valor inferior. Este trabalho teve como objetivo
utilizar a Analise de Componentes Principais (PCA) na tentativa de agrupar as
diferentes marcas pelo pais de origem, utilizando-se do perfil de acidos graxos.
Foram adquiridas 15 marcas de azeites de oliva extravirgem, em trés lotes,
sendo cada lote composto por duas embalagens, em supermercados de
Campinas — SP. Apos a derivatizagdo, os ésteres metilicos de acidos graxos
foram separados e quantificados por cromatografia em fase gasosa com
detector por ionizacdo em chama (GC-FID). O método por GC-FID foi validado
para os parametros repetibilidade e precisdo intermediaria. A confirmacdo da
identidade dos compostos foi feita utilizando a espectrometria de massas (MS).
O método por GC-FID apresentou boa repetibilidade e precisdo intermediaria,
com CVs menores que 5%. Foram detectados os &acidos palmitico, estearico,
oleico, linoleico, a-linolénico, araquidico e gadoleico. Nenhuma das amostras
mostrou adulteracdo passivel de ser detectada pela composicdo em &cidos
graxos. A PCA permitiu apenas a separacdo de uma amostra proveniente da
Argentina de todas as outras, porém, forneceu resultados de grande valia

acerca de determinadas correlacdes entre grupos de acidos graxos.

Palavras-chave: azeite de oliva; &cidos graxos; GC-FID; GC/MS; PCA,;

adulteracéo
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos 30 anos o interesse no uso culinério do azeite de oliva vem
aumentando, principalmente pelas virtudes da dieta mediterrdnea e seus
efeitos benéficos a saude, provenientes em grande parte do consumo de azeite
de oliva (SERVILI & MONTEDORO, 2002).

O mercado de azeite de oliva no Brasil apresenta vendas de
aproximadamente 32.000 toneladas, colocando-o entre os 10 paises de maior
consumo mundial (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE PRODUTORES,
IMPORTADORES E COMERCIANTES DE AZEITE DE OLIVA, 2010).

A principal caracteristica do azeite de oliva € a abundancia de &cido
oleico (18:1, n-9), que varia entre 55 e 83% do total de &cidos graxos
(CARRASCO-PANCORBO et al., 2005b; SERVILI et al., 2009). A elevada
proporcao de acido oleico ajuda a diminuir os niveis de colesterol LDL (“low-
density lipoprotein”) e aumentar os niveis de colesterol HDL (“high-density
lipoprotein”) no sangue (COVAS, 2007; CONDE, DELROT & GEROS, 2008;
CICERALE et al., 2009).

A adulteracdo do azeite de oliva com varios 0Oleos vegetais é um
problema comum, afetando a qualidade e o valor comercial do produto. Esta
pratica € um abuso e causa uma grande perda do valor econémico do produto.
Os principais critérios de pureza para azeites de oliva baseiam-se
principalmente no teor de &cidos graxos livres, na extingdo especifica, na
composicao em acidos graxos e na composicdo de ester6is (DOURTOGLOU et
al., 2003).

A composicdo em acidos graxos pode ser util, quando usada em

conjunto com outros parametros, para determinar possiveis adulteracdes do
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azeite de oliva. A legislacéo brasileira (BRASIL, 2005) determina que os limites
fixados pelo Codex Alimentarius (CODEX STAN 33, 2009) devem ser
empregados na avaliagdo da composicdo em acidos graxos dos azeites de
oliva extravirgem comercializados no pais, a serem determinados por
cromatografia em fase gasosa. Segundo Aued-Pimentel et al. (2002), em
monitoramento de rotina observou-se que, das amostras analisadas, todas
aquelas envasadas no pais de origem eram puras, enquanto 42% das
envasadas no Brasil estavam adulteradas.

A andlise de &cidos graxos é considerada rotina em muitos laboratoérios
de quimica de alimentos e controle de qualidade. Apds a extragdo com
solventes organicos, a composicdo em acidos graxos € determinada
realizando-se a derivatizacdo da amostra, produzindo ésteres metilicos de
acidos graxos. Os ésteres sdo separados por cromatografia em fase gasosa,
geralmente utilizando-se detecg¢do por ionizacdo em chama (THOMPSON,
1996; TORRES, TRUGO & TRUGO, 2002; THURNHOFER & VETTER, 2006;
VENKATACHALAM & SATHE, 2006; VISENTAINER & FRANCO, 2006;
FARKAS et al., 2008).

Os instrumentos analiticos modernos permitem a obtencéo de grandes
quantidades de informacg&o para um grande ndimero de amostras, que podem
ser analisadas em curto periodo de tempo. Com isso, matrizes de dados
multivariados tornam-se disponiveis e requerem o uso de procedimentos
estatisticos e matematicos para extrair o maximo de informagfes Uteis a partir
destes dados. A andlise de componentes principais (PCA) € uma das principais

técnicas utilizadas para a analise exploratéria de dados, a qual permite
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visualizar a existéncia de determinados perfis nos dados analisados
(BERRUETA, ALONSO-SALCES & HEBERGER, 2007).

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a composicdo em &cidos
graxos de amostras de azeite de oliva extravirgem comercializadas no pais, de
forma a verificar se este parametro detecta algum tipo de adulteracdo, bem
como aplicar a andlise de componentes principais na tentativa de agrupar as
amostras conforme o pais de onde foram importadas, através da composicéo

em acidos graxos das mesmas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Reagentes

Foram utilizados hidroxido de sodio p.a. (Nuclear, Brasil), metanol p.a.
(Synth, Brasil), solucédo de trifluoreto de boro (BF3) a 20% em metanol (Merck,
Brasil), cloreto de sddio p.a. (Ecibra, Brasil), hexano grau HPLC (J. T. Baker,

EUA) e padrbes de ésteres metilicos do C4 ao C,4 (FAME Mix, Supelco, EUA).

2.2. Amostras

As amostras de azeite de oliva extravirgem foram adquiridas em
supermercados da cidade de Campinas — SP, perfazendo 15 marcas
diferentes, cada uma em trés lotes, totalizando 45 amostras. Cada lote foi
formado por duas embalagens. Na Tabela 2.1 estédo reunidas as informagdes

relevantes que constavam dos rétulos das amostras.
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Tabela 2.1. Informacdes do rétulo das amostras de azeite de oliva extravirgem.

Marca Acidez Declarada Pais de Origem Local de Envase
1 Max. 0,8% Grécia Grécia
2 Max. 0,75% Espanha Espanha
3 Méax. 0,8% Portugal Portugal
4 Méax. 0,5% Espanha Espanha
5 Max. 0,5% Portugal Portugal
6 Méax. 0,7% Portugal Portugal
7 Max. 0,7% Portugal Portugal
8 Méax. 0,5% Espanha Espanha
9 Max. 0,8% Grécia Grécia
10 Max. 0,5% Portugal Portugal
11 Méax. 0,5% Espanha Espanha
12 Max. 0,7% [talia [talia
13 Max. 0,5% Portugal Portugal
14 Méax. 0,8% Argentina Argentina
15 Max. 0,5% Espanha Espanha

2.3. Preparo dos ésteres metilicos

Aproximadamente 100 mg de cada azeite de oliva extravirgem foram
pesados em tubos de ensaio, com posterior adicdo de 4 mL de solucdo de
NaOH 0,5 mol L™ em metanol. Os tubos foram aquecidos em banho-maria a
100C por aproximadamente 8 min, até a obtencdo de uma solucéo
transparente. Nesta etapa ocorreu a hidrolise dos triacilglicerdis, produzindo os
acidos graxos livres. Apés o resfriamento, foram adicionados 3 mL de solucéo
de BF3; 12% em metanol, e os tubos novamente aquecidos em banho-maria a

100%C, durante 3 min. Nesta etapa produziu-se a metilacdo dos acidos graxos
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livres, catalisada pelo BF3, resultando na formagéo dos ésteres metilicos dos
acidos graxos (FAMEs). Apds o resfriamento, foram adicionados 4 mL de
solucdo saturada de NaCl, com posterior agitacdo. Em seguida, foram
adicionados 4 mL de hexano, com posterior agitacdo vigorosa. Feito isso, 0s
tubos foram deixados em repouso para separacao das fases, sendo que 1 pL
da fase organica superior de cada replicata foi injetado no cromatografo a gas.
Cada amostra foi esterificada em triplicata. Este procedimento foi adaptado do
trabalho de Joseph & Ackman (1992). Deve-se ter em mente que o reagente
BF3; em metanol € extremamente téxico, portanto, seu manuseio deve ser feito
utilizando-se todos os procedimentos de seguranca. Em um trabalho de
comparacao entre oito métodos de esterificacdo para producdo de FAMES, o
método que emprega BF; mostrou ser bastante eficiente (MILINSK et al.,
2008). A repetibilidade do procedimento de preparo dos FAMESs foi avaliada por
meio da realizagcdo de 10 derivatiza¢cdes da mesma amostra, calculando-se o

coeficiente de variagdo (CV) para cada um dos ésteres analisados.

2.4. Condic¢des cromatogréficas GC-FID

Para separacéo e quantificacado dos ésteres metilicos dos acidos graxos,
foi utilizado um cromatografo a gas VARIAN 3300 com detector por ionizagdo
em chama (GC-FID). Empregou-se coluna Carbowax (30 m x 0,25 mm d.i. X
0,25 pm espessura do filme, J & W Scientific). Os parametros ajustados foram:
temperatura do injetor (230C); temperatura do dete ctor (250C); injecdo no
modo split (1:100); vazado do gas de arraste H, (1,6 mL min™); vaz&do dos gases
do detector H./N,/Ar Sintético (30/30/300 mL min™); programa de temperatura

(140C por 20 min, passando para 220C a 2,5C por min, temperatura final
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mantida por 10 min). A identificacdo dos picos foi feita por comparacdo dos
tempos de retencdo dos padrdes, obtidos nas mesmas condi¢fes, e 0s tempos
de retencdo dos picos observados para as amostras. A quantificagdo foi
realizada por normalizagdo de area, ou seja, area do pico de um determinado
acido graxo em relagdo a area total (somatorio da area de todos os picos de
acidos graxos). As condicbes cromatograficas foram adaptadas de Visentainer
et al. (2003). O método foi validado para os parametros repetibilidade (n = 5) e
precisdo intermediaria (n = 3), injetando-se a mistura de padrdes de ésteres

metilicos (INMETRO, 2003; RIBANI et al., 2004).

2.5. Confirmacao da identidade dos ésteres metilico s por GC/MS

Para confirmar a identidade dos ésteres metilicos encontrados nas
amostras, procedeu-se a identificacdo positiva por meio da injegdo dos padrdes
e de uma amostra no cromatografo a gas acoplado ao espectrébmetro de
massas (GC/MS), nas mesmas condigcbes cromatograficas do GC-FID,
incluindo a mesma fase estacionaria. Apenas uma amostra foi injetada porque
todas as amostras apresentaram 0S mesmos picos, ou seja, 0 mesmo perfil,
guando analisadas no GC-FID. O equipamento utilizado foi um GC/MS QP5000
(Shimadzu), com fonte de ionizagdo por elétrons (El) e analisador do tipo
guadrupolo. A coluna empregada foi uma DB-Wax (30 m x 0,25 mm d.i. x 0,50
pum de espessura do filme) e os parametros instrumentais foram os seguintes:
temperatura do injetor: 230°C; inje¢cdo no modo split (1:50); gas de arraste: He
(1,6 mL min™, vazdo constante — rampa de pressdo); programa de
temperatura: 140°C por 20 min, passando para 220°C a 2,5°C/min, mantendo a

temperatura final por 10 min. A temperatura da interface foi 240°C e o
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analisador foi operado em modo varredura (35 a 350 m/z). A identidade dos
compostos foi determinada por meio da comparagéo dos espectros de massas
dos ésteres metilicos provenientes da amostra com aqueles fornecidos pela
biblioteca do National Institute of Standards and Technology (NIST) 98,
considerando similaridades acima de 85%, e com 0 espectro de massas dos

padrdes.

2.6. Andlise Estatistica

As médias obtidas para cada lote de uma mesma marca foram
comparadas através da Analise de Variancia (ANOVA) e do Teste de Tukey, ao
nivel de 95% de confianca, assim como as médias totais de cada marca (média
dos trés lotes) foram comparadas entre si da mesma maneira. Os dados
também foram submetidos a Andlise de Componentes Principais (PCA), na
tentativa de verificar se existe a possibilidade de separar as marcas pelo pais
de origem, por meio da composicdo em acidos graxos. Todas as analises
estatisticas foram realizadas com a ajuda do software Statistica 7,0 (Statsoft,

USA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Validag&o do processo de preparacao dos éstere s metilicos

Com o intuito de verificar se 0 método de preparo dos ésteres metilicos
estava produzindo resultados com boa repetibilidade, a mesma amostra foi
submetida ao procedimento por 10 vezes. Os coeficientes de variagdo (CVs)

para a area normalizada dos ésteres metilicos encontrados na amostra
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resultaram em 3,56% para o acido palmitico (16:0); 3,14% para o acido
esteérico (18:0); 4,03% para o acido oleico (18:1, n-9); 4,03% para o acido
linoleico (18:2, n-6); 3,51% para o acido a-linolénico (18:3, n-3); 3,51% para o
acido araquidico (20:0); e 7,94% para o acido gadoleico (20:1, n-9). A variagdo
observada para quase todos os ésteres foi menor que 5% e permite dizer que o
método de derivatizagdo possui boa repetibilidade. A variacdo para o &cido
gadoleico ficou acima de 5%, mas este € 0 acido graxo encontrado em menor
quantidade, e compostos presentes em baixas concentracdes apresentam

maior variacao.

3.2. Identificacé@o e quantificacdo dos ésteres meti  licos dos &cidos graxos
por GC-FID

Foram identificados e quantificados sete ésteres metilicos de acidos
graxos presentes nas amostras de azeite de oliva extravirgem. A coluna
empregada n&o permitiu a identificacdo dos isdmeros trans dos acidos graxos.
A Tabela 2.2 apresenta os resultados obtidos para as 45 amostras analisadas.
A Figura 2.1 ilustra um perfil cromatogréfico referente a separacéo dos ésteres

metilicos por GC-FID.
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Tabela 2.2. Teor de acidos graxos em amostras de azeite de oliva extravirgem.

Marcas Lotes

Teor de Acidos Graxos (% Area Relativa)

16:0 18:0 18:1, n-9 18:2, n-6 18:3, n-3 20:0 20:1, n-9
101 8,82 * 0,303° 2,27 * 0,056 2 70,65 * 1,355° 6,51 * 0,147 2 0,51 * 0,005 2 0,32 * 0,012? 0,22 * 0,008 ?
1 102 9,42 * 0,150 2 2,38 * 0,076 ° 74,10 * 0,967 ° 6,62 * 0,039? 0,54 * 0,012°2 0,35 * 0,003 ? 0,24 * 0,004?
103 9,32 + 0,185 2° 2,46 + 0,121 ° 76,73 + 0,918 ° 5,58 + 0,046 ° 0,51 * 0,0212 0,36 * 0,027 2 0,23 * 0,030 2
201 7,61 + 0,167 ° 2,39 + 0,118° 68,43 + 0,873° 5,66 + 0,069 ° 0,47 + 0,021° 0,30 + 0,017 ° 0,22 + 0,011°
2 202 9,24 + 0,147 2 2,55 + 0,057 2P 75,92 + 0,952 2 4,91 * 0,064° 0,51 * 0,016 *° 0,32 + 0,004 2 0,22 * 0,007 2
203 9,35 + 0,074 2 2,75 + 0,181 ° 76,59 + 1,829 ° 531 + 0,117° 0,53 * 0,007 2 0,33 + 0,020 0,20 * 0,011 a
301 10,61 * 0,065 " 1,83 * 0,036 ° 66,32 + 1,141° 6,74 + 0,114° 0,50 + 0,003° 0,27 + 0,008° 0,19 *+ 0,013°
3 302 8,17 * 0,054 ° 2,59 + 0,030 2 74,24 * 0,183 ° 9,25 * 0,039 0,49 * 0,011° 0,32 * 0,001 2 0,25 * 0,004 2
303 11,32 + 0,133 ° 2,08 * 0,089 ° 73,30 * 1,288 ° 7,56 * 0,035° 0,54 * 0,008 2 0,31 * 0,010? 0,23 * 0,010?
401 9,22 * 0,097 ° 2,27 + 0,027 2 73,42 * 2,212° 5,76 * 0,079° 0,52 * 0,010? 0,32 * 0,018 2 0,22 * 0,0132
4 402 10,99 * 0,428 ° 2,01 * 0,005° 71,01 * 1,797 2 7,87 * 0,180 2 0,54 * 0,009 ? 0,32 * 0,007 2 0,23 * 0,009 ?
403 10,83 * 0,152 ° 2,03 * 0,059 ° 71,45 * 1,118° 7,68 * 0,038 2 0,54 * 0,0142 0,32 * 0,0112 0,23 * 0,0112
501 6,73 * 0,231° 2,72 + 0,045 2 73,81 * 0,081 2° 8,78 * 0,070 2 0,54 * 0,0122 0,31 * 0,0122° 0,24 * 0,029 2
5 502 7,47 * 0,131° 2,54 * 0,059 " 75,64 * 1,150° 7,24 * 0,077° 0,49 * 0,004° 0,32 * 0,006 ° 0,25 * 0,007 ®
503 10,43 *+ 0,146 ° 1,97 * 0,046 ° 71,99 * 0,744° 6,58 * 0,079 ° 0,50 * 0,006 " 0,29 * 0,007 ° 0,24 * 0,009 ?
601 9,62 * 0,157 2 2,55 + 0,050 2 75,32 * 1,006 2 6,79 * 0,064 2P 0,53 * 0,002° 0,32 * 0,007 2 0,19 * 0,013?
6 602 8,66 + 0,088° 2,64 + 0,112 2 75,85 * 0,510 2 6,92 * 0,046 2 0,54 * 0,010? 0,34 * 0,0112 0,24 * 0,007 2
603 8,53 + 0,127° 2,50 + 0,077 2 74,32 * 0,142 °2 6,77 * 0,041° 0,52 * 0,006 " 0,32 * 0,019 2 0,22 * 0,030?
701 8,60 * 0,118° 2,88 + 0,061 ° 77,81 * 0,536 ° 484 + 0,018° 0,45 * 0,006 0,31 * 0,008 ? 0,19 * 0,007 ?
7 702 8,98 * 0,155 ? 2,85 + 0,044 ° 78,29 * 0,392 ° 4,09 *+ 0,026° 0,44 * 0,016 *° 0,30 * 0,014 ?° 0,20 * 0,008 ?
703 9,11 * 0,048* 2,60 + 0,122 ° 77,87 * 0,212° 4,05 * 0,024° 0,42 * 0,004 ° 0,28 * 0,003 " 0,18 * 0,007 "
801 11,73 * 0,402 ° 1,69 * 0,071° 64,29 * 1,036° 9,77 * 0,154 2 0,59 * 0,0162 0,29 * 0,009 ° 0,22 * 0,009 *°
8 802 12,05 * 0,282 ° 1,59 * 0,049 ° 65,75 * 0,542° 8,95 * 0,102° 0,55 * 0,009 ° 0,29 * 0,008 *° 0,23 * 0,002?
803 11,80 * 0,137 ° 2,10 * 0,056 2 70,34 * 0,513 ° 8,39 * 0,043° 0,55 * 0,012° 0,32 * 0,013 2 0,21 * 0,005°

* Valores expressos como
diferem entre si pelo Teste de Tukey (95%).

média * desvio padrdo (n = 3). Médias seguidas pela mesma letra na coluna, para os lotes de uma mesma marca, ndo
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Tabela 2.2 (continuacao).

Teor de Acidos Graxos (% Area Relativa)

Marcas Lotes

16:0 18:0 18:1, n-9 18:2, n-6 18:3, n-3 20:0 20:1, n-9
901 8,82 * 0,266 ° 2,31 *0,035° 72,96 * 0,483° 6,59 * 0,086 ° 0,51 * 0,002° 0,34 + 0,012° 0,22 * 0,020°
9 902 8,63 £ 0,159 % 2,15 * 0,066 " 71,90 * 1,182° 6,74 * 0,091° 0,50 * 0,009 * 0,34 = 0,014° 0,24 £ 0,012°
903 8,95 + 0,244 ° 2,32 + 0,0682 76,45 * 0,213 2 559 * 0,043° 0,50 * 0,008 ° 0,36 * 0,024 ° 0,24 * 0,018°
1001 8,58 * 0,168 °" 2,25 + 0,043 ° 70,09 * 1,623° 5,60 * 0,098 2 0,52 * 0,008° 0,32 + 0,011° 0,23 * 0,001 °
10 1002 8,22 + 0,064 " 2,15 * 0,165°" 70,63 * 1,430° 4,37 + 0,093 ° 0,48 + 0,004 ° 0,28 + 0,002° 0,19 * 0,006 °
1003 9,02 + 0,231° 2,45 * 0,0332 78,98 * 0,327 2 4,96 * 0,020° 0,53 * 0,004 ? 0,32 * 0,005 ° 0,22 * 0,007 ®
1101 8,54 * 0,142° 2,91 % 0,090 *° 73,89 £ 1,626° 5,19 * 0,077? 0,47 * 0,004 °? 0,31 * 0,015° 0,20 * 0,015°
11 1102 8,74 * 0,066 ° 2,97 * 0,05632 7745 * 0,232° 4,86 * 0,007° 0,45 * 0,012° 0,32 + 0,012° 0,20 * 0,009 *
1103 8,99 * 0,551°% 2,78 + 0,030 " 74,05 *+ 1,481° 4,62 * 0,095° 0,46 = 0,019° 0,30 * 0,009 ° 0,18 £ 0,011°
1201 9,07 £ 0,214 ° 2,34 + 0,025° 70,60 * 0,152° 6,11 * 0,028° 0,48 * 0,005 ° 0,29 * 0,002° 0,20 * 0,005 °
12 1202 10,17 + 0,322°2 2,15 + 0,071 ° 74,22 * 0,638 2 7,46 * 0,063° 0,48 * 0,008 ° 0,32 * 0,007 ® 0,20 * 0,012°
1203 10,32 * 0,218% 2,15 * 0,068 " 75,38 + 1,228% 7,58 + 0,127° 0,49 * 0,015° 0,32 * 0,019 *° 0,20 * 0,013°
1301 8,61 * 0,028° 2,78 + 0,088° 76,10 £ 0,517 2 5,63 * 0,002° 0,52 *+ 0,011° 0,33 + 0,010° 0,22 * 0,006 °
13 1302 9,17 * 0,064 2 2,52 0,030 " 77,84 £ 0,344 ° 6,06 = 0,024 0,55 * 0,008 ° 0,32 * 0,006 ° 0,23 * 0,006 °
1303 8,74 * 0,085 " 2,55 * 0,074 " 77,29 * 1,076 2 4,82 + 0,075°¢ 0,48 * 0,013° 0,31 * 0,019° 0,20 * 0,005°
1401 13,86 * 0,369 ° 1,29 + 0,071 ° 53,70 + 0,534° 12,75 + 0,185° 0,61 * 0,004° 0,27 * 0,008° 0,20 * 0,009°
14 1402 14,25 * 0,184 ° 1,50 * 0,0882 61,70 * 0,240 2 13,08 * 0,030 " 0,62 * 0,017 *° 0,31 * 0,018° 0,25 * 0,020 °
1403 15,35 * 0,278 2 1,49 * 0,030° 60,53 * 0,794 2 13,70 * 0,158°2 0,65 * 0,004 ? 0,29 * 0,008 *° 0,21 * 0,004°
1501 9,06 + 0,136 ° 2,29 * 0,080 " 75,72 + 0,634° 5,38 + 0,015° 0,43 + 0,013° 0,30 * 0,009 ? 0,21 * 0,034°
15 1502 8,22 + 0,212° 2,73 = 0,1252 77,42 * 0,443° 5,90 * 0,046° 0,46 * 0,006 ° 0,31 * 0,011° 0,21 * 0,011°
1503 8,29 * 0,053 " 2,82 + 0,029° 78,31 £ 0,617 2 6,29 * 0,065 ° 0,47 * 0,008° 0,31 * 0,011a 0,20 * 0,017 °

* Valores expressos como média = desvio padrdo (n = 3). Médias seguidas pela mesma letra na coluna, para os lotes de uma mesma marca, nao
diferem entre si pelo Teste de Tukey (95%).
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Figura 2.1. Perfil cromatografico obtido para a analise dos ésteres metilicos de acidos graxos
por GC-FID. As condi¢cdes cromatograficas encontram-se descritas no item 2.4 da secgdo
Material e Métodos. Identificagdo dos picos: 16:0 - éster metilico do acido palmitico; 18:0 - éster
metilico do acido estearico; 18:1 (n-9) - éster metilico do acido oleico; 18:2 (n-6) - éster metilico
do &cido linoleico; 18:3 (n-3) - éster metilico do acido a-linolénico; 20:0 - éster metilico do acido
araquidico; 20:1 (n-9) - éster metilico do acido gadoleico.

O método foi validado para os parametros repetibilidade e preciséo
intermediéria, utilizando-se padrées. Os CVs para as areas normalizadas
obtidos na repetibilidade variaram entre 0,92 e 2,75% para o acido palmitico;
entre 2,31 e 4,20% para o 4cido estearico; entre 2,52 e 4,54% para o acido
oleico; entre 1,82 e 3,99% para o acido linoleico; entre 1,89 e 3,37% para o
acido a-linolénico; entre 3,52 e 6,16% para o acido araquidico; e entre 3,73 e
7,80% para o acido gadoleico. Todos ficaram abaixo de 5%, com exce¢édo do
acido araquidico e do acido gadoleico. Ja a preciséo intermediaria demonstrou
resultados excelentes, com CVs de 1,29% para o acido palmitico; 0,53% para o
acido esteérico; 0,79% para o acido oleico; 0,81% para o acido linoleico; 0,72%

para o acido a-linolénico; 1,58% para o acido araquidico; e 1,83% para o acido

gadoleico. Com isto, pode-se observar que o método de separacdo empregado
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na andlise dos acidos graxos possui boa precisao, tanto para injecdes feitas no
mesmo dia quanto para inje¢fes em dias diferentes.

A legislacdo brasileira atual (BRASIL, 2005) determina que a
composicao em acidos graxos do azeite de oliva deve corresponder aos limites
fixados pelo Codex Alimentarius (CODEX STAN 33, 2009). Desse modo, todas
as amostras analisadas estavam de acordo com as especificagbes do Codex
Alimentarius, com excecdo das amostras 501 (6,73% de acido palmitico, sendo
que o limite inferior é 7,5%), 502 (7,47% de &cido palmitico, sendo que o limite
inferior € 7,5%) e 1401 (53,70% de acido oleico, quando o limite inferior é de
55%). Como os valores obtidos ndo estdo muito longe dos limites, a Unica
maneira de ter certeza se eles estdo de acordo ou néo, levando-se em conta o
erro experimental, € calculando o intervalo de confianca para as meédias, a 95%
de confianca. Assim, a média do acido palmitico para a amostra 501 pode ser
gualquer valor entre 6,16 e 7,30%, ou seja, realmente encontra-se abaixo do
limite minimo, bem como a média do acido palmitico para a amostra 502 que
pode ser qualquer valor entre 7,14 e 7,80. A média do &cido oleico para a
amostra 1401 pode ser qualquer valor entre 52,37 e 55,03, ndo sendo possivel
afirmar que esta se encontra abaixo do limite inferior. Apesar de a amostra 501
apresentar menos &cido palmitico do que o estabelecido pela legislacdo, ndo
se pode dizer que ela estda com certeza adulterada, para isso, seriam
necessarias outras analises. Além disso, o limite de confianga a 95% permite
que em 5% das vezes o valor real esteja fora do limite calculado, podendo,
assim, entrar na faixa estabelecida pela legislagéo. O Codex Alimentarius ainda
ndo estipulou limites para o acido a-linolénico, portanto, a comparacéao foi feita

levando-se em conta o limite estabelecido pela legislagdo brasileira anterior
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(BRASIL, 1999), mesmo esta tendo sido revogada, apenas para efeito de
estudo. Neste caso, todas as amostras enquadraram-se no limite I&
determinado (< 0,9% de acido a-linolénico).

Na Tabela 2.2 pode-se observar também que, entre os lotes de cada
marca, existem diferencas significativas para alguns acidos graxos. Isto
demonstra que é dificil produzir lotes homogéneos para produtos de origem
vegetal, pois sdo inUmeros os fatores que alteram a composicado quimica das
azeitonas e, conseqilentemente, do azeite produzido a partir delas. E por este
motivo, também, que as faixas encontradas na legislacdo sdo relativamente
amplas, pois a variacao natural é bastante grande.

Para poder efetuar a comparacgéo entre as diferentes marcas, optou-se
por calcular a média dos valores dos trés lotes de cada marca, resultando em
apenas um valor para cada uma delas. S6 entdo € que as marcas foram
comparadas entre si através da ANOVA e do Teste de Tukey, ao nivel de 95%
de confianca. A Tabela 2.3 mostra os resultados obtidos. Existe diferenca
significativa entre as diferentes marcas, para a grande maioria dos acidos
graxos analisados. Este fato era esperado, pois como existem diferencas entre
os lotes de uma mesma marca, é evidente que as marcas irdo se diferenciar,
mesmo porque elas sdo provenientes de varios paises, com diferentes climas,

composicao do solo, exposi¢éo a luz do sol e técnicas de cultivo.
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Tabela 2.3. Teor médio de 4cidos graxos para as diferentes marcas de azeite de oliva extravirgem.

Teor de Acidos Graxos (% Area Relativa)

Mcas 160 180 181,09 182,16 18313 200 20019
1 9,19 * 0,340 °¢ 237 £ 0,115 7383 £ 2,807%¢ 6,24 * 0,500 % 052 £ 0018° 034 £ 0023 023 + 0018
2 8,73 + 0,849 257 £ 0192 7365 * 4,078" 5,30 + 0,334 9" 050 # 0,028 032  0,019"0 021 0012204
3 10,03 £ 1,434 217 £0337° 71,29 + 3847° 78 1111 051 0,027 0,30 # 0,025 023 +0,028%
4 10,35 £ 0876° 210 £ 0129 71,96 * 1893° 701 £ 1015 053 £ 0,015" 032 0,011 "0 023 0,011
5 821+ 1701" 241 +0343% 7381 * 17232 753 £ 0978° 051 0,023 031 0,013 024 +0,016°
6 8,94 * 0529 257 * 0,096 75,16 £ 0,880 6,83 * 0,080 %% 053 £ 0013" 0,33 £ 0016 022 0025
7 8,90 * 0,248 "' 278 £ 0,151 7799 £ 0415° 433 £ 0386" 044 £ 016" 0,30 £ 0,015 019 £ 0012°
8 11,86 £ 0,295" 179 £ 0,242" 66,79 £ 2,807° 9,04 % 0,607° 056 002" 0,30 * 0,016 022 00122
9 8,80+ 0,241° 226 * 0,096 7377 £ 2,159%¢ 6,31 0,545 % 051 £ 0009 0,35 0,019 024 0018
10 8,61 0378' 228 0,157 7323 * 4451 4,98 + 053" 051 £ 0023 031 *0,021°%¢ 021 # 0,018°%%¢
1 8,76 + 0347° 289 0,099 75,13 £ 2,062%"¢ 489 + 0253 046 0014° 031 £ 0,014 019 £ 0013
12 9,85 + (631 % 221 £0109° 7340 £ 2,268" 705 £ 0714 048 £0,012% 031 # 0,018%% 020 0,01
13 8,84  0.261% 262 £ 01372 77,07 £ 09912 5,50 (545" 051 # 0,083 032 0,014 022 + 0,011
14 1448 £ 0714° 143 £ 0,120° 58,65 * 3,774° 1317 £ 0434° 063 £ 0019° 029 +0021° 022 0026
15 852 + 0421" 262 0258 7715 + 1241 5,86 + 0,308/ 046 + 0,019 031 # 0,011 021 +0,021%

* Valores expressos como média + desvio padrdo (n = 9). Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo Teste de Tukey

(95%).
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3.3. Confirmacao dos ésteres metilicos da amostrap  or GC/MS

Os ésteres metilicos de uma das amostras analisadas por GC-FID foram
injetados no GC/MS para confirmagdo da identidade dos mesmos. Os
espectros foram comparados com a biblioteca NIST 98 e com o espectro de
massas do padréo correspondente. Considerando-se similaridades acima de
85%, todos os sete ésteres metilicos foram identificados positivamente,
confirmando a identificacdo para a analise por GC-FID, feita apenas por
comparagdo com o tempo de retencdo dos padrdes. Alguns outros picos néo
foram positivamente identificados como sendo de ésteres metilicos de acidos
graxos, em virtude da baixa similaridade dos espectros de massas. Também
foram detectados picos, com tempo de retengdo acima de 35 min, cujos
espectros de massas correspondiam a moléculas com atomos de fltor (F) na
estrutura, possivelmente artefatos produzidos durante a derivatizacdo. Como
todas as amostras apresentaram o mesmo perfil, as demais ndo foram
injetadas no GC/MS. A Figura 2.2 exibe o perfil cromatogréafico obtido através
do GC/MS para os ésteres metilicos de &cidos graxos de uma das amostras de
azeite de oliva extravirgem. Os tempos de retencédo diferiram daqueles do GC-
FID porque a espessura do filme da fase estacionaria da coluna usada no

GC/MS era maior, 0 que reteve 0s compostos por mais tempo.
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Figura 2.2. Perfil cromatografico obtido para a andlise dos ésteres metilicos de &cidos graxos
por GC/MS. As condi¢cdes cromatogréficas encontram-se descritas no item 2.5 da secdo
Material e Métodos. Identificagdo dos picos: 16:0 - éster metilico do acido palmitico; 18:0 - éster
metilico do &cido estearico; 18:1 (n-9) - éster metilico do acido oleico; 18:2 (n-6) - éster metilico
do &cido linoleico; 18:3 (n-3) - éster metilico do &cido a-linolénico; 20:0 - éster metilico do acido
araquidico; 20:1 (n-9) - éster metilico do &cido gadoleico.

3.4. Analise de Componentes Principais (PCA)

O objetivo da analise de componentes principais € descrever um grande
namero de variaveis em termos de um numero menor de fatores, o0s
componentes principais e, no processo, obter uma melhor compreensao do
relacionamento destas variaveis. O calculo dos componentes principais € feito
através da combinacdo linear das variaveis em estudo. Os melhores resultados
sdo obtidos quando as variaveis originais sao altamente correlacionadas,
positivamente ou negativamente. Reduzir o ndmero de varidveis para
representa-las em gréficos bidimensionais é de grande valia para a andlise dos
dados, porém, a desvantagem € que alguma diferenca-chave entre os objetos

pode ser perdida na reducdo. Para reduzir este problema, pode-se gerar

diversos graficos bidimensionais relacionando os diferentes componentes
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principais (BERRUETA, ALONSO-SALCES & HEBERGER, 2007; MANLY,
2008).

A Figura 2.3 mostra o grafico dos pesos (“loading graph”) para os dois
primeiros componentes principais, 0os quais representam 83,98% da variancia,
0 que indica que as variaveis originais sdo altamente correlacionadas. Os
FAMEs 18:0 e 18:1 (n-9), no lado direito do grafico, estdo bem proximos, o que
revela uma alta correlagéo positiva entre eles. Estes dois compostos, por sua
vez, possuem forte correlagdo negativa com os FAMEs 16:0, 18:2 (n-6) e 18:3
(n-3), que estéo do lado direito do grafico. Os FAMEs 20:0 e 20:1 (n-9), no topo

do gréfico, possuem correlacdo negativa com o 16:0, que esta na parte inferior

do gréfico.
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Figura 2.3. Grafico dos pesos (“loading graph”) mostrando o primeiro e o segundo
componentes principais para os valores das respostas.
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A Figura 2.4 apresenta o grafico dos escores (“score graph”) para os
dois primeiros componentes principais. Nao foi possivel agrupar todas as
amostras conforme o pais de origem, exceto pelas amostras da Argentina (14),
que foram eficientemente separadas das demais pelo primeiro componente
principal e agrupadas no lado esquerdo do grafico. Uma amostra da Espanha
(8) também foi separada, apesar de um lote estar mais afastado dos demais.
Deve-se notar que existe um comportamento muito interessante
proporcionando essa separagdo. As amostras da Argentina (14) possuem o
teor mais baixo de 18:0 e 18:1 (n-9) e o teor mais alto de 16:0, 18:2 (n-6) e 18:3
(n-3), 0 que corresponde ao observado no grafico dos pesos, onde estes dois
grupos de respostas demonstraram possuir forte correlacdo negativa. Seguindo
para a direita no grafico dos escores, o teor de 18:0 e 18:1 (n-9) aumenta,
enquanto que o teor de 16:0, 18:2 (n-6) e 18:3 (n-3) diminui. Foi possivel
verificar que os lotes de algumas amostras se agruparam eficientemente com o
primeiro componente principal, enquanto para outras houve bastante disperséo
entre os lotes. O segundo componente principal ndo foi muito eficiente para o
agrupamento, mostrando apenas que dois lotes de duas amostras da Grécia (1
e 9) dispuseram-se bem no topo do grafico de escores por apresentarem teor
um pouco mais alto de 20:0 e 20:1 (n-9) correlacionado a um teor menor de

16:0.
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Figura 2.4. Grafico dos escores (“score graph”) mostrando o primeiro e o segundo
componentes principais para os valores das respostas. Siglas dos paises de origem: GRE =
Grécia; ESP = Espanha; POR = Portugal; ITA = Itdlia; ARG = Argentina.

4. CONCLUSAO

A técnica GC-FID foi eficientemente aplicada na determinacdo da
composicao em acidos graxos das amostras de azeite de oliva extravirgem. Os
resultados da validagdo demonstraram boa repetibilidade e precisdo
intermedidria, o que proporcionou maior confiabilidade aos resultados. O
emprego do GC/MS para confirmar a identidade dos ésteres metilicos das
amostras garantiu uma identificagdo positiva e mais acurada dos compostos
analisados.

Com base no teor de acidos graxos, nenhuma da amostras apresentou

indicios de adulteragdo. A Unica excecao foi um valor estatisticamente inferior
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ao limite minimo para o acido palmitico em um dos lotes da amostra n° 5.
Apesar disso, ndo had como afirmar que o0 mesmo encontrava-se adulterado,
pois seriam necessarias outras andlises confirmatorias, ndo realizadas neste
trabalho.

A Andlise de Componentes Principais permitiu utilizar a composi¢cdo em
acidos graxos para separar as amostras provenientes da Argentina das
amostras dos demais paises, bem como agrupar os diferentes lotes de
algumas marcas. Além disso, esta andlise estatistica forneceu conclusdes

valiosas sobre as correlagfes existentes entre alguns grupos de acidos graxos.
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RESUMO

O azeite de oliva extravirgem é obtido das azeitonas somente por meios
mecanicos, 0 que permite a retencdo de diversos compostos minoritarios, entre
eles os compostos fendlicos. Estes possuem elevada atividade antioxidante e
contribuem para os beneficios & saude proporcionados pelo consumo do azeite
de oliva. O objetivo deste trabalho foi otimizar a separacdo de 13 compostos
fendlicos presentes em azeite de oliva extravirgem utilizando a técnica de
eletroforese capilar (CE), empregando técnicas estatisticas multivariadas na
busca pela melhor resolu¢cdo. O conjunto de compostos fendlicos foi formado
por tirosol, hidroxitirosol, oleuropeina glicosideo, acido ferrdlico, acido p-
cumarico, acido cindmico, acido p-hidroxibenzoico, acido galico, acido cafeico,
luteolina, apigenina, acido vanilico e acido 3,4-dihidroxibenzoico. Foi conduzido
um planejamento composto central com as variaveis concentracdo de
tetraborato de sddio (TBS), pH e voltagem. Em seguida, foram empregados
trés critérios elementares para verificar a qualidade da separagéo: resolucéo
(Rs), retencdo relativa (Rg) e fator de retencdo (k). Nenhum dos critérios
permitiu a obtencdo de modelos sem falta de ajuste, o que impediu 0 uso
destes para predizer uma possivel condicdo 6tima. Assim, observando-se os
resultados empiricos obtidos no planejamento, a condi¢do que proporcionou a
separacéo dos compostos fendlicos em 28 min foi 35 mmol L™ de TBS em pH
9,1, voltagem de 30 kV, capilar de 50 pm d. i. x 72 cm comprimento efetivo com

bulbo estendido, 25° C, injecado de 50 mbar por 5 s e detecgéo a 210 nm.

Palavras-chave: azeite de oliva; compostos fendlicos; eletroforese capilar;

planejamento composto central; otimizagéo; separacao

74



Cristiano Augusto Ballus Capitulo 3

1. INTRODUCAO

O azeite de oliva virgem é obtido do fruto das oliveiras (Olea europaea
L.) somente por meios mecanicos, sem nenhum outro tratamento além de
lavagem, filtracdo, decantagdo ou centrifugagdo, o que contribui para a
retencdo dos compostos minoritarios originalmente presentes no fruto da
oliveira (CARRASCO-PANCORBO et al., 2004).

Os triacilglicerdis respondem por 98% da composicao quimica do azeite
de oliva, sendo sua principal caracteristica a abundancia de acido oleico (18:1,
n-9), que varia entre 55 e 83% do total de acidos graxos (CARRASCO-
PANCORBO et al., 2005b; SERVILI et al., 2009). Os demais 2% sao formados
por mais de 230 compostos quimicos, como alcoois triterpénicos e alifaticos,
esterdis, hidrocarbonetos, compostos volateis e compostos fendlicos
(CARRASCO-PANCORBO et al., 2005b).

Compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios das plantas, com uma
grande diversidade estrutural e uma ampla distribuicdo filogenética (VINHA et
al., 2005; BOUDET, 2007). Eles -contribuem significativamente para a
estabilidade oxidativa do 6leo e sdo o0s principais responsaveis pelo sabor
amargo, adstringéncia e pungéncia do azeite de oliva (RODRIGUEZ-MENDEZ,
APETREI & DE SAJA, 2008; INAREJOS-GARCIA et al., 2009).

Os compostos fendlicos j& identificados e quantificados em azeite de
oliva pertencem as classes de fenil-etil-alcoois (como hidroxitirosol e tirosol),
acidos fendlicos (como o acido p-cumarico, acido vanilico, etc.), lignanas [(+)-
pinoresinol e (+)-1l-acetoxipinoresinol], secoiridoides (varios derivados
agliconas da oleuropeina e ligstrosideo) e flavondides (luteolina e apigenina)

(CARRASCO-PANCORBO et al., 2006a).
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Nos ultimos anos, a eletroforese capilar (CE) mostrou-se uma técnica
atrativa, permitindo a combinacéo de tempos de analise curtos e alta eficiéncia
de separagdo para a analise dos componentes dos alimentos, particularmente
para os compostos fenolicos de azeite de oliva extravirgem (GOMEZ-
CARAVACA et al., 2005). A maioria dos métodos emprega metodologias de
eletroforese capilar de zona (CZE), utilizando tampé&o borato em pH alcalino
(MORIN, VILLARD & DREUX, 1993a; MORIN, VILLARD & DREUX, 1993b;
MAMAN et al., 1996; JAC, POLASEK & POSPISILOVA, 2006). A separagéo
por CZE é baseada na migracao diferencial de compostos ionizados, causada
pelas diferencas na sua relagdo m/z (massa/carga), em um liquido condutor
acondicionado em um capilar, sob a influéncia de um campo elétrico produzido
por alta voltagem (JAC, POLASEK & POSPISILOVA, 2006). Inimeros estudos
utilizaram CE para avaliar a composi¢cdo de compostos fendlicos em azeite de
oliva virgem (BENDINI et al., 2003; BONOLI et al., 2003; BONOLI et al., 2004;
CARRASCO-PANCORBO et al., 2004; PRIEGO-CAPOTE, RUIZ-JIMENEZ &
DE CASTRO, 2004; WANG & HUANG, 2004, GOMEZ-CARAVACA et al.,
2005; CARRASCO-PANCORBO et al., 2006a; CARRASCO-PANCORBO et al.,
2006b; CARRASCO-PANCORBO et al., 2009).

O desenvolvimento de um método de separacgdo por eletroforese capilar
€ um procedimento em que muitas variaveis podem afetar a seletividade da
separacao, principalmente as caracteristicas do tampao de corrida, a voltagem
e a temperatura do capilar. Para resolver estes problemas, empregam-se
metodologias multivariadas. Esta abordagem possui vantagens em termos da
reducdo no numero de experimentos, possibilidades aperfeicoadas de

interpretacdo estatistica e reducdo do tempo total necesséario para a analise
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dos dados. Este tipo de metodologia foi aplicado com sucesso para melhorar
0os resultados analiticos em eletroforese capilar (RONDA et al., 2008;
MEINHART et al., 2010).

Apesar da grande quantidade de trabalhos utilizando CE, nenhum deles
empregou técnicas estatisticas multivariadas para otimizar a separagdo dos
compostos, bem como ndo ha métodos que tenham separado simultaneamente
o conjunto de fendlicos formado por tirosol, hidroxitirosol, oleuropeina
glicosideo, acido ferrdlico, &cido p-cumarico, acido cinamico, acido p-
hidroxibenzoico, acido galico, acido cafeico, luteolina, apigenina, acido vanilico
e acido 3,4-dihidroxibenzoico. O objetivo deste trabalho foi otimizar a
separacdo destes 13 compostos fendlicos encontrados em azeite de oliva
extravirgem, empregando técnicas estatisticas multivariadas, de forma a obter-

se uma separacdao eficiente com o menor tempo de corrida.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Reagentes

Os padrbes de tirosol, &cido galico, &cido p-cumérico, acido p-
hidroxibenzoico, acido cafeico, acido 3,4-dihidroxibenzoico, acido cinamico,
acido vanilico, &cido ferrulico, luteolina e apigenina foram adquiridos da Sigma-
Aldrich (EUA). O padréo de hidroxitirosol foi adquirido da Cayman Chemical
(EUA) e o padrédo de oleuropeina glicosideo foi adquirido da Extrasynthese
(Franca). Também foram utilizados metanol p.a. (Synth, Brasil), metanol grau
HPLC (J. T. Baker, EUA), tetraborato de sédio (TBS) (Sigma-Aldrich, EUA),

hidroxido de sddio p.a. (Nuclear, Brasil), acido cloridrico p.a. (Synth, Brasil). A
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agua foi purificada em sistema Milli-Q (Millipore, EUA). As soluc¢des foram
filtradas em filtros Millipore com 0,45 um (Millipore, EUA) e sonicadas durante 5
min antes da injegao.

As solugbes estoque dos padrdes foram preparadas em metanol grau
HPLC, filtradas em membrana de 0,45 ym e armazenadas a -18°C e
protegidas da luz. Uma solucdo trabalho foi preparada em metanol:agua
(60:40), com 32,1 mg L™ de todos os compostos, exceto para o acido cafeico,
acido galico e acido 3,4-dihidroxibenzoico, cujas concentragdes resultaram em
52,3 mg L™, e da luteolina, cuja concentracéo foi de 64,2 mg L™. Esta mistura

dos 13 compostos foi utilizada em todos os experimentos de otimizacao.

2.2. Equipamento

O equipamento utilizado foi um sistema de eletroforese capilar Agilent
G1600AX (Agilent Technologies, Germany), equipado com detector de arranjo
de diodos (DAD), injetor automatico e sistema de controle de temperatura
ajustado em 25°C. Utilizou-se um capilar de silica fundida com 50 um de
didmetro por 72 cm de comprimento efetivo, com bulbo estendido (Agilent
Technologies, Germany). A detecgdo foi realizada a 210 nm. A analise e o
tratamento dos dados foram realizados no software HP ChemStation.

Os capilares novos foram ativados e condicionados por lavagem com
pressdo de 1 bar, usando uma solucdo de aquosa de NaOH 1 mol L™ durante
30 min, seguido de 10 min de agua. No inicio de cada dia de trabalho, o capilar
foi condicionado durante 5 min com NaOH 1 mol L™, seguido de 5 min com

agua purificada em sistema Milli-Q e 10 min de eletrdlito. No final do dia foi
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realizada uma limpeza do capilar com lavagem por 5 min com NaOH 1 mol L™

e 5 min de 4gua Milli-Q. O capilar foi armazenado em agua durante a noite.

2.3. Planejamento dos experimentos e tratamento dos dados

Para descobrir uma condicao 6tima de separacgéo para 0s 13 compostos
fendlicos estudados, inicialmente foi utilizado um planejamento composto
central, com pontos centrais e axiais (BOX, HUNTER & HUNTER, 2005;
BRUNS, SCARMINIO & BARROS NETO, 2006).

As variaveis escolhidas foram a concentracdo do eletrolito tetraborato de
sédio (TBS), o pH e a voltagem (V), pois estes parametros interferem
significativamente na separacdo por eletroforese capilar. Os niveis de cada
variavel foram definidos com base nos diversos estudos empregando TBS
como eletrélito, disponiveis na literatura (BENDINI et al., 2003; BONOLI et al.,
2003; BONOLI et al., 2004; CARRASCO-PANCORBO et al., 2004; PRIEGO-
CAPOTE, RUIZ-JIMENEZ & DE CASTRO, 2004; WANG & HUANG, 2004;
GOMEZ-CARAVACA et al., 2005, CARRASCO-PANCORBO et al., 2006a;
CARRASCO-PANCORBO et al.,, 2006b; CARRASCO-PANCORBO et al.,
2009).

Para o TBS, os niveis foram de 18 (-1,68) a 52 (+1,68) mmol L™; o pH
foi avaliado entre 8,6 e 9,6; e a voltagem entre 22 e 30 kV. Todas as condi¢des
do planejamento composto central foram injetadas com 50 mbar por 5 s,
temperatura de 25°C e detecgdo a 210 nm. O ponto central foi analisado em
quadruplicata, totalizando 18 experimentos. Todos 0s experimentos foram
realizados em ordem aleatéria. Antes de cada condi¢cdo do planejamento foi

feito um condicionamento de 5 min de NaOH 1 mol L™, 5 min de 4gua e 10 min
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do eletrdlito da condicdo em questdo, a fim de estabilizar o capilar. Cada
condicdo foi injetada em duplicata, sendo que entre as corridas da mesma
condicdo o capilar foi condicionado por 2 min com o eletrdlito. Apenas a
segunda injecdo foi considerada, pois existe a possibilidade de a primeira
corrida apés um longo condicionamento ser afetada pelo mesmo, o que iria
conduzir a resultados nao confiaveis.

Como resposta, trés critérios elementares das técnicas de separacao
foram avaliados, para verificar quais produziam modelos sem falta de ajuste e
permitissem avaliar a qualidade da separagdo em cada condicdo. Baseando-se
no estudo de Breitkreitz, Jardim & Bruns (2009), foram testadas as respostas
resolucdo (Rs), retencao relativa (Rg) e fator de retencéo (k). Estas respostas
foram calculadas para cada composto, no caso do fator de retencéo (total de
13 respostas), ou para pares de compostos que coeluiram em pelo menos uma
das condi¢des testadas, no caso da Rs e da Rgr (foram obtidas 8 respostas
para Rs e 7 respostas para Rgr). Os modelos foram validados através da
Andlise de Variancia (ANOVA, 95% de confianca). O tratamento dos dados foi
feito através do software Design Expert 6.0.10 (Minneapolis, EUA). A Tabela

3.1 exibe a matriz do planejamento composto central.

80



Cristiano Augusto Ballus Capitulo 3

Tabela 3.1. Matriz do planejamento composto central utilizando TBS.

Ensaio Variaveis Codificadas Variaveis Decodificadas
1 2 3 TBS (mmol L ™) pH Voltagem (kV)
1 -1 -1 -1 25 8,8 24
2 1 -1 -1 45 8,8 24
3 -1 1 -1 25 9,4 24
4 1 1 -1 45 9,4 24
5 -1 -1 1 25 8,8 28
6 1 -1 1 45 8,8 28
7 -1 1 1 25 9,4 28
8 1 1 1 45 9,4 28
9 -1,68 0 0 18 9,1 26
10 1,68 0 0 52 9,1 26
11 0 -1,68 0 35 8,6 26
12 0 1,68 0 35 9,6 26
13 0 0 -1,68 35 9,1 22
14 0 0 1,68 35 9,1 30
15 0 0 0 35 9,1 26
16 0 0 0 35 9,1 26
17 0 0 0 35 9,1 26
18 0 0 0 35 9,1 26

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Selecédo da resposta para o planejamento compos  to central

Existem dois tipos de critérios que podem ser utilizados como respostas do
planejamento para descrever a qualidade da separacao: critérios elementares,
como resolucéo (Rs) e retencgédo relativa (Rgr), 0s quais descrevem a separagao
de pares de compostos; e funcdes objetivas, as quais sdo combinacdes de
criterios elementares feitas por meio de diferentes operacdes matematicas,
como soma, logaritmo ou produto. Embora as fungbes objetivas sejam
combinacgdes de critérios elementares, elas podem néo refletir a qualidade total
do processo de separacdo, e a escolha dos pesos dos diferentes fatores é

arbitrédria e depende completamente do pesquisador. Além disso, em geral
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produz modelos com significativa falta de ajuste (BREITKREITZ, 2007,
BREITKREITZ, JARDIM & BRUNS, 2009).

Assim, optou-se por trabalhar diretamente com os critérios elementares,
sendo que a Rs foi a primeira resposta a ser avaliada, ja que se trata de um
dos parametros que melhor permite estimar a qualidade de separagéo entre
pares de compostos. Em seguida, foram avaliados a retengéo relativa (Rg) e o

fator de retencao (k).

3.1.1. Validag&o dos modelos construidos com a resposta Resolugéo (Rs)
Foram calculadas as resolucdes entre todos os pares de compostos que
coeluiram em qualquer uma das condi¢cdes experimentais avaliadas. Com isso,
foram obtidas oito respostas no total: solvente/tirosol (SOLV/TIR); &cido
cindmico/acido ferrtlico (CIN/FER); apigenina/luteolina (APIG/LUTEOL);
luteolina/acido p-hidroxibenzoico (LUTEOL/P-HIDROXI); acido
ferrdlico/apigenina (FER/APIG); acido p-cumérico/apigenina (P-CUM/APIG);
acido p-cumarico/luteolina (P-CUM/LUTEOL); e acido ferrdlico/luteolina

(FER/LUTEOL). A Tabela 3.2 sumariza todos os resultados.
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Tabela 3.2. Valores de resolucéo (Rs) calculados para os pares de compostos que coeluiram nas condi¢cdes do planejamento.

Ensaio

Resolugéo (R ¢)

SOLV/TIR CIN/FER APIG/LUTEOL LUTEOL/P-HIDRO FER/APIG P-C UM/APIG P-CUM/LUTEOL FER/LUTEOL
1 4,22 4,73 16,94 2,62 12,99 0,00 16,94 29,16
2 4,20 6,39 17,46 10,18 15,61 2,22 14,07 30,16
3 6,88 34,44 0,83 28,53 7,60 10,05 8,18 4,72
4 9,64 37,39 3,63 43,59 5,75 16,29 18,91 1,84
5 3,60 5,20 16,90 2,88 12,68 0,00 16,90 29,70
6 4,16 7,43 17,53 11,03 15,68 2,04 15,30 31,25
7 6,99 39,25 2,15 33,29 5,89 11,65 12,15 2,94
8 9,65 40,55 3,04 44,45 7,67 14,32 15,71 3,87
9 4,68 14,30 9,66 7,03 10,78 0,00 9,66 22,64
10 8,52 26,60 5,50 29,86 13,61 6,90 1,19 18,74
11 3,53 3,80 19,59 0,00 12,14 2,36 17,64 27,66
12 9,89 38,34 6,60 59,55 0,00 17,92 29,79 6,60
13 4,41 17,25 7,63 17,99 11,77 3,33 4,61 17,97
14 4,32 20,90 8,29 19,68 14,69 3,23 5,10 20,56
15 4,10 21,18 6,86 19,32 12,37 3,76 3,43 18,08
16 4,41 20,78 7,58 20,04 13,81 3,65 4,15 19,57
17 4,39 21,43 7,51 19,50 14,16 3,70 3,97 19,72
18 3,96 20,93 7,72 19,82 13,75 3,61 4,19 20,01

Pares de picos: SOLV/TIR = solvente/tirosol; CIN/FER = &cido cinamico/acido ferrudlico; APIG/LUTEOL = apigenina/luteolina; LUTEOL/P-HIDROXI =
luteolina/acido p-hidroxibenzoico; FER/APIG = acido ferrdlico/apigenina; P-CUM/APIG = &cido p-cumérico/apigenina; P-CUM/LUTEOL = &cido p-

cumarico/luteolina; FER/LUTEOL = acido ferrulico/luteolina.

A resolucéo entre os pares foi calculada através da equacgdo: Rs = 2 (t, —t;) , onde t = tempo de migracdo e w = largura da base do pico.
W1 + W>
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Foram construidos modelos lineares e quadraticos para cada uma das
oito respostas, e cada um deles foi validado através da Andlise de Variancia
(ANOVA) ao nivel de 95% de confianca. A Tabela 3.3 mostra os resultados da

ANOVA para os modelos empregando Rs.

Tabela 3.3. Resumo da ANOVA considerando a significancia estatistica da
regressdo e a falta de ajuste dos modelos quadraticos empregando-se a
resolucdo como resposta.

Regressédo Falta de Ajuste
Par de compostos
MQRr/MQ, Fo.8.95% MQfai/MQep Fs.3.95%

SOLV/TIR 78,73 3,54
CIN/FER 16,38 353,17
APIG/LUTEOL 8,89 73,72
LUTEOL/P-HIDROXI 130,72 56,39

3,39 9,01

FER/APIG 43,41 1,32
P-CUM/APIG 34,33 691,44
P-CUM/LUTEOL 4,60 256,23
FER/LUTEOL 6,96 51,53

MQgr = Média Quadrética devida a regresséo; MQ, = Média Quadratica devida ao residuo; MQx,;
= Média Quadrética devida a falta de ajuste; MQ., = Média Quadratica devida ao erro puro.
Pares de picos: SOLVITIR = solvente/tirosol; CIN/FER = acido cinamico/acido ferrulico;
APIG/LUTEOL = apigenina/luteolina; LUTEOL/P-HIDROXI = luteolina/acido p-hidroxibenzoico;
FER/APIG = A&acido ferrulico/apigenina; P-CUM/APIG = acido p-cumarico/apigenina; P-
CUM/LUTEOL = acido p-cumarico/luteolina; FER/LUTEOL = &cido ferrulico/luteolina.

Com base na Tabela 3.3, pode-se verificar que praticamente todos o0s
modelos apresentaram uma significativa falta de ajuste, pois MQsa/MQep
resultou maior do que o F critico (9,01), com excecdo dos pares SOLV/TIR

(3,54) e FER/APIG (1,32). Sendo assim, estes modelos ndo podem ser
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utilizados para a realizagdo de previsdes, inviabilizando o uso da Rs como
resposta para o0 planejamento, mesmo que todos 0s modelos tenham
apresentado regressao significativa (valor de MQgr/MQ, foi maior que o valor do
F critico = 3,39). A incapacidade de os modelos se adequarem as respostas do
tipo Rs pode estar relacionada com o fato de que em diversos momentos
ocorreu alteracdo na ordem de migragdo dos compostos. Em trabalho de
Breitkreitz, Jardim & Bruns (2009), os autores verificaram este mesmo
problema quando ocorria alteracdo na ordem de eluigdo dos compostos de

interesse.

3.1.2. Validacdo dos modelos construidos com a resposta Retengédo Relativa
(RRr)

Em vista da ineficacia da resposta resolucéo, outro critério elementar, a
retencdo relativa (Rg), foi empregado para a construgdo dos modelos. A
retencdo relativa é calculada pela divisdo do fator de retencéo, k, do composto
mais retido pelo k do composto menos retido. O k, por sua vez, é calculado
diminuindo-se o tempo de migracdo de um composto neutro [tempo morto,
neste caso, o tempo de migracdo do solvente, que é igual ao do fluxo
eletrosmotico (FEO)] do tempo de migracdo do composto, e dividindo-se esse
resultado pelo tempo de migracdo do composto neutro. Assim, ndo ha mais a
resposta SOLV/TIR, ja que o fator de retencdo para o solvente é zero, e
qualguer namero dividido por zero resulta em infinito. Neste caso, restaram
sete respostas. A terminologia empregada para os critérios elementares se

baseia na teoria da cromatografia, porém, como o trabalho foi desenvolvido

utilizando a técnica de eletroforese capilar, o melhor seria chamar o valor k de

85



Cristiano Augusto Ballus Capitulo 3

fator de migracéo, ao invés de retencdo, pois na eletroforese capilar de zona
temos que o0s compostos sdo separados pela migracdo diferencial dos
mesmos. Nao ha fase estacionaria, e assim, ndo faz sentido falar em retencéo.
Portanto, a partir deste momento, os termos serdo adaptados para
corresponderem melhor aos mecanismos da eletroforese capilar de zona. A

Tabela 3.4 reune os resultados para Rg.
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Tabela 3.4. Valores de retencdo relativa (Rgr) calculados para os pares de compostos que coeluiram nas condi¢cdes do
planejamento.

Retencédo Relativa (R g)

Ensaio CIN/FER APIG/LUTEOL LUTEOL/P-HIDRO FER/APIG P-CUM/APIG P-CUM/LUT EOL FER/LUTEOL
1 1,05 1,20 1,03 1,14 1,00 1,20 1,37
2 1,07 1,20 1,14 1,16 1,02 1,17 1,39
3 1,41 1,01 1,40 1,06 1,09 1,10 1,05
4 1,53 1,04 1,73 1,06 1,16 1,21 1,02
5 1,06 1,20 1,03 1,14 1,00 1,20 1,37
6 1,08 1,19 1,14 1,17 1,02 1,17 1,39
7 1,44 1,02 1,44 1,05 1,10 1,12 1,03
8 1,49 1,03 1,65 1,07 1,14 1,17 1,04
9 1,15 1,12 1,08 1,12 1,00 1,12 1,26
10 1,29 1,06 1,42 1,14 1,07 1,01 1,20
11 1,04 1,32 1,00 1,14 1,03 1,29 1,50
12 1,69 1,09 2,01 1,00 1,24 1,35 1,09
13 1,21 1,08 1,23 1,13 1,03 1,05 1,22
14 1,21 1,08 1,22 1,13 1,03 1,05 1,22
15 1,23 1,07 1,25 1,12 1,04 1,03 1,20
16 1,22 1,08 1,24 1,13 1,03 1,04 1,21
17 1,23 1,07 1,25 1,13 1,03 1,04 1,21
18 1,22 1,08 1,24 1,13 1,03 1,04 1,22

Pares de picos: CIN/FER = a&cido cinamico/acido ferridlico; APIG/LUTEOL = apigenina/luteolina; LUTEOL/P-HIDROXI = luteolina/acido p-
hidroxibenzoico; FER/APIG = &cido ferralico/apigenina; P-CUM/APIG = &cido p-cumarico/apigenina; P-CUM/LUTEOL = acido p-cumarico/luteolina;
FER/LUTEOL = acido ferrulico/luteolina.
A retencéo relativa entre os pares foi calculada através da equagdo: Rg = k, , onde k é o fator de “migragéo”.

kq
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De posse dos valores de Rg, os modelos lineares e quadraticos foram
calculados e submetidos a validacdo através de ANOVA, cujos resultados

estdo expressos na Tabela 3.5.

Tabela 3.5. Resumo da ANOVA considerando a significancia estatistica da
regressdo e a falta de ajuste dos modelos quadraticos empregando-se a
retencéo relativa como resposta.

Par de compostos Regressao Falta de Ajuste
MQr/MQ, Fo.8.95% MQ#ai/MQep  Fs3.05%
CIN/FER 262,92 20,99
APIG/LUTEOL 26,19 139,76
LUTEOL/P-HIDROXI 59,68 2478,98
FER/APIG 132,99 3,39 4,58 9,01
P-CUM/APIG 187,33 46,42
P-CUM/LUTEOL 10,35 222,80
FER/LUTEOL 18,43 97,95

MQgr = Média Quadratica devida a regresséo; MQ, = Media Quadratica devida ao residuo; MQxy
= Média Quadratica devida a falta de ajuste; MQg, = Média Quadratica devida ao erro puro.
Pares de picos: SOLVITIR = solvente/tirosol; CIN/FER = &cido cindmico/acido ferrulico;
APIG/LUTEOL = apigenina/luteolina; LUTEOL/P-HIDROXI = luteolina/acido p-hidroxibenzoico;
FER/APIG = A&cido ferrulico/apigenina; P-CUM/APIG = acido p-cumarico/apigenina; P-
CUM/LUTEOL = acido p-cumarico/luteolina; FER/LUTEOL = &cido ferrulico/luteolina.
Novamente, os modelos apresentaram significativa falta de ajuste,
exceto o0 modelo para a resposta FER/APIG, apesar de as regressées serem
significativas. O comportamento foi semelhante ao que ocorreu quando a Rs foi
utilizada. Da mesma maneira, ndo seria possivel fazer predicbes com a quase

totalidade dos modelos apresentando elevada falta de ajuste, assim, o critério

Rgr também foi insatisfatério como resposta para o planejamento. Desta vez, a

88



Cristiano Augusto Ballus Capitulo 3

explicagdo para a falta de ajuste ndo pode ser a inversdo na ordem de
migracdo dos compostos, visto que a retencdo relativa foi utilizada com

sucesso para estes casos no trabalho de Breitkreitz, Jardim & Bruns (2009).

3.1.3. Validagdo dos modelos construidos com a resposta fator de “migracao”
(k)

Considerando-se a ineficacia dos dois critérios elementares utilizados
até agora em gerar modelos ajustados, a alternativa restante foi empregar o
fator de “migracdo” na construcdo dos modelos a serem validados. Neste caso,
0 numero total de respostas passou a ser treze, ja que o valor de k é calculado
para cada pico individualmente. As novas respostas foram denominadas de
TIR (tirosol); OLE (oleuropeina glicosideo); HIDROXITIR (hidroxitirosol); CIN
(acido cindmico); FER (acido ferrdlico); APIG (apigenina); P-CUM (acido p-
cumarico); VAN (acido vanilico); LUTEOL (luteolina); P-HIDROXI (acido p-
hidroxibenzoico); CAF (&cido cafeico); GAL (acido galico); e 3,4-DIHIDRO
(acido 3,4-dihidroxibenzoico). A Tabela 3.6 resume os fatores de “migracéo”

calculados para os 13 compostos fendlicos.
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Tabela 3.6. Valores de fator de “migracao” (k) calculados para os 13 compostos fendlicos nas condi¢cées do planejamento.
Fator de "migracdo” (k)

Ensao TIR OLE HIDROXITIR CIN FER APIG P-CUM VAN LUTEOL  P-HIDROXI CAF GAL 3,4-DIHIDRO
1 0,04 0,30 0,60 0,87 091 1,04 1,04 1,10 1,25 1,29 1,94 2,17 2,50
2 0,05 0,38 0,82 1,28 1,37 1,59 1,62 1,73 1,90 2,17 3,61 4,12 5,43
3 0,09 0,33 0,63 0,90 1,27 1,35 1,47 1,57 1,34 1,87 2,03 2,30 2,61
4 0,10 0,42 0,83 1,28 1,96 2,08 2,41 2,62 2,00 3,46 3,68 4,38 5,62
5 0,04 0,30 0,60 0,87 0,92 1,04 1,04 1,10 1,25 1,29 1,95 2,18 2,51
6 0,05 0,38 0,81 1,27 1,37 1,59 1,62 1,72 1,89 2,15 3,56 4,06 533
7 0,09 0,33 0,63 0,90 1,30 1,36 1,50 1,60 1,34 1,92 2,02 2,30 2,60
8 011 0,42 0,83 1,28 191 2,05 2,33 2,51 1,99 3,27 3,58 421 5,34
9 0,05 0,28 0,54 0,76 0,87 0,97 0,97 1,03 1,09 1,18 1,57 1,74 1,94
10 0,07 0,42 0,86 1,36 1,75 1,99 2,12 2,29 2,10 2,97 4,07 4,75 6,43
11 0,04 0,33 0,71 1,07 1,02 1,16 1,19 1,26 1,54 1,54 2,73 3,09 3,85
12 0,13 0,40 0,77 1,16 1,95 1,95 2,42 2,60 1,79 3,60 3,02 3,42 4,29
13 0,06 0,34 0,69 1,02 1,24 1,40 1,44 1,54 151 1,86 2,47 2,80 3,33
14 0,06 0,35 0,70 1,02 1,24 1,40 1,44 1,53 151 1,85 2,45 2,76 3,28
15 0,06 0,35 0,69 1,02 1,26 141 1,46 1,56 151 1,89 2,47 2,79 3,31
16 0,06 0,35 0,71 1,05 1,29 1,45 1,50 1,60 1,56 1,94 2,58 2,92 3,50
17 0,06 0,35 0,71 1,06 1,29 1,46 151 1,61 1,57 1,95 2,59 2,93 351
18 0,06 0,35 0,71 1,06 1,29 1,46 1,51 1,61 1,57 1,95 2,59 2,94 3,52

Respostas: TIR = tirosol; OLE = oleuropeina glicosideo; HIDROXITIR = hidroxitirosol; CIN = &cido cindmico; FER = acido ferrulico; API = apigenina; P-
CUM = &cido p-cumarico; VAN = acido vanilico; LUTEOL = luteolina; P-HIDROXI = acido p-hidroxibenzoico; CAF = acido cafeico; GAL = acido galico;
3,4-DIHIDRO = acido 3,4-dihidroxibenzoico.

O fator de “migracéo” foi calculado através da equacdo: k = t,om — tsor , ONde teom = tempo de migracdo de composto e ts, = tempo de migracdo do
solvente. Tl
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Apos o calculo dos valores de k, novamente procedeu-se a construgdo e
validagdo dos modelos matematicos, cujos resultados da ANOVA estdo

reunidos na Tabela 3.7.

Tabela 3.7. Resumo da ANOVA considerando a significancia estatistica da
regresséo e a falta de ajuste dos modelos quadraticos empregando-se o fator
de “migra¢do” como resposta.

Compostos Regressao Falta de Ajuste
MQr/MQ, Fo.8.95% MQa/MQep Fs.3.95%

TIR 215,2 1,88

OLE 243,00 4,80

HIDROXITIR 149,30 1,60

CIN 130,99 1,87

FER 180,13 6,68

APIG 175,68 3,52

P-CUM 141,30 3,39 9.06 9,01
VAN 148,97 9,70

LUTEOL 128,88 2,19

P-HIDROXI 75,27 20,09

CAF 149,50 2,24

GAL 145,28 2,68

3,4-DIHIDRO 188,04 2,24

MQgr = Média Quadratica devida a regresséo; MQ, = Media Quadratica devida ao residuo; MQxy
= Média Quadratica devida a falta de ajuste; MQ., = Média Quadratica devida ao erro puro.
Respostas: TIR = tirosol; OLE = oleuropeina glicosideo; HIDROXITIR = hidroxitirosol; CIN =
acido cinamico; FER = &cido ferrdlico; APl = apigenina; P-CUM = &cido p-cumarico; VAN =
acido vanilico; LUTEOL = luteolina; P-HIDROXI = &cido p-hidroxibenzoico; CAF = acido
cafeico; GAL = &cido galico; 3,4-DIHIDRO = &cido 3,4-dihidroxibenzoico.
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Todos os modelos apresentaram regressdo altamente significativa e
apenas trés modelos apresentaram uma pequena falta de ajuste (P-CUM, VAN
e P-HIDROXI), enquanto que ao usar as outras respostas, a falta de ajuste, em
geral, foi bem mais pronunciada.

Para poder encontrar a condicdo 6tima que separasse todos os 13
compostos, seria necessario aplicar a técnica de Derringer e Suich, estipulando
um valor de desejabilidade para cada resposta e, posteriormente, combinando-
as em uma desejabilidade global, determinar a melhor condicdo de separagéo
para todos os compostos (BREITKREITZ, JARDIM & BRUNS, 2009). Porém, a
utilizacdo da ferramenta de Derringer e Suich pode ser prejudicada por
modelos que possuam falta de ajuste.

Com base nisso, optou-se por ndo empregar os modelos na busca da
melhor condicdo de separacgéo, e sim, avaliar os resultados empiricos obtidos
nos 18 experimentos e determinar qual das combinagBes de variaveis

proporcionou a separagao de todos 0s compostos.

3.2. Condicao étima de separacdo

Dentre os 18 experimentos efetuados para o planejamento composto
central, duas condicbes possibilitaram a separacdo dos 13 compostos
fendlicos. Uma das condi¢des foi o ponto central e suas replicatas (ensaios 15
a 18) e a outra foi um ponto axial (ensaio 14). O ponto central teve como niveis
das variaveis: TBS 35 mmol L™, pH 9,1 e voltagem de 26 kV. O ponto axial
(ensaio 14), possuiu 0s mesmos valores de TBS e pH, porém a voltagem foi de
30 kV. Nos dois casos, o perfil de separacao foi 0 mesmo, porém a corrida com

voltagem de 30 kV foi menor.
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Assim, considerando-se apenas os 18 experimentos, ndo ha davidas de
qgue a condi¢do Otima para a separagdo dos 13 compostos fendlicos, tanto em
resolugéo quanto em tempo de corrida, foi obtida com TBS 35 mmol L™, pH 9,1

e V 30 kV. A Figura 3.1 mostra o eletroferograma obtido nesta condigéo.
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Figura 3.1. Separacado de 13 compostos fendlicos encontrados em azeite de oliva extravirgem
por eletroforese capilar de zona. Capilar de 50 um d. i. X 72 cm comprimento efetivo com bulbo
estendido, eletrdlito tetraborato de sédio 35 mmol L’l, pH 9,1, 30 kV, 25°C, injecdo de 50 mbar
por 5 s e deteccdo em 210 nm. Identificagdo dos picos: 0) Solvente; 1) Tirosol; 2) Oleuropeina
Glicosideo; 3) Hidroxitirosol; 4) Acido Cinamico; 5) Acido Ferrulico; 6) Apigenina; 7) Acido p-
cumarico; 8) Luteolina; 9) Acido Vanilico; 10) Acido p-hidroxibenzoico; 11) Acido Cafeico; 12)
Acido Galico; 13) Acido 3,4-dihidroxibenzoico.

De posse da concentragdo 6tima de separacdo, foi construida uma curva
de mobilidade para os 13 compostos fenélicos entre o pH 8,2 e 10,0, utilizando-
se como eletrélito TBS 35 mmol L™, voltagem de 30 kV, injecéo de 50 mbar por
5 s, temperatura de 25°C e detecgdo em 210 nm. Através desta curva, foi
possivel avaliar o comportamento da mobilidade efetiva de cada composto em

diferentes pHs. A Figura 3.2 mostra a curva obtida para os 13 compostos

fendlicos.

93



Cristiano Augusto Ballus Capitulo 3

45,0

MY e, -
= — T —— Fm== Tirosol
]
it 35,0 4 —— Cleuropeina Glicosiden
>. —— Hidroxitirosal
~
E 30,0 1 —— hAeida Ferrilico
2,
@ ——Apigenina
=) ]
= 250 —— Acido p-cumarico
*
¥ Sa— e — _ S — — —— Acidn Vaniico
= 20,0 - 0 ;
E —— Acido Cinarnico
O Arido p-hidraxibenzoico
g 15,0
= —— Lutedlina
_g 10.0 - —Acido Cafeico
= Acido Galico

= — Acido34-
50 dihidroxibenzoico
00 +— : T T T T T |
82 84 8,6 88 9.0 92 94 9.6 9.8

pH
Figura 3.2. Curva de mobilidade efetiva para os 13 compostos fendlicos encontrados em azeite
de oliva extravirgem. Eletrélito: TBS 35 mmol L.

E possivel observar na Figura 3.2 que, até o pH 8,6, 0 composto tirosol
estava coeluindo com o pico do solvente [mobilidade igual a do fluxo
eletrosmético (FEO), onde saem todos 0os compostos neutros], ou seja, o tirosol
nao sofre ionizagdo em pHs abaixo de 8,6. O pH 9,1 foi 0o ponto onde ocorreu
separacao de todos os compostos neste eletrdlito (nenhuma das linhas se
sobrepbe), corroborando o resultado obtido pelo planejamento composto
central. Acima de pH 9,7 o sistema se mostrou muito instavel, com intensa
oscilagédo da linha de base, o que impediu a utilizagcdo do ponto com pH 10,0 na
construgcdo da curva. Deve-se notar que 0s compostos que exibiram
comportamento mais drastico em relacdo a mudanca de pH foram &cido
ferrdlico, apigenina, acido p-cumarico, acido vanilico, acido cinamico, acido p-

hidroxibenzoico e Iluteolina, fato que pode ser correlacionado com as
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recorrentes coeluicdes entre estes compostos em diversos experimentos do

planejamento.

4. CONCLUSAO

Com o intuito de otimizar a separagdo de 13 compostos fendlicos
encontrados em azeite de oliva extravirgem, foi conduzido um planejamento
composto central, pois o emprego de técnicas multivariadas pode ser muito
eficaz para resolver problemas deste tipo, com economia de tempo e de
experimentos. Para tanto, foi necessario encontrar uma resposta adequada,
capaz de representar a qualidade de separacao dos picos de interesse. Assim,
foram avaliados trés critérios elementares das técnicas de separagéo:
resolucdo (Rs), retencdo relativa (Rg) e fator de retencdo (ou fator de
“migragdo”, k), porém, os trés critérios proporcionaram modelos com falta de
ajuste.

Apesar disso, dentre os experimentos conduzidos para o planejamento
composto central, foi possivel encontrar duas condicbes empiricas com a
separacao de todos os compostos, sendo que uma das combinagdes permitiu a
separacdo em menor tempo, fato que a torna mais atraente para o analista. A
condicdo 6tima de separacdo, considerando-se os dados empiricos, utilizou 35
mmol L™ de eletrdlito tetraborato de sédio em pH 9,1 e voltagem de 30 kV,

resultando na separacdo dos 13 compostos fendlicos em 28 min.
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RESUMO

A dieta mediterranea inclui consumo elevado de azeite de oliva que possui
grandes quantidades de compostos fendlicos. A caracterizagdo destes
compostos no azeite ainda ndo esta completa, devido a diversidade de
estruturas e a complexidade da matriz. O objetivo deste trabalho foi otimizar e
validar um método para separacdo e quantificacdo simultdnea de 13
compostos fendlicos encontrados em azeite de oliva extravirgem: tirosol,
hidroxitirosol, oleuropeina glicosideo, &cido ferrulico, &cido p-cumérico, &cido
cindmico, &cido p-hidroxibenzoico, &cido gdlico, &cido cafeico, luteolina,
apigenina, acido vanilico e &cido 3,4-dihidroxibenzoico. Técnicas estatisticas
multivariadas como o planejamento composto central e 0 método de otimizacao
simultdnea de Derringer e Suich foram utilizadas para a otimizacdo da
separacdo. Também foram avaliadas técnicas de pré-concentracdo on-line
para aumentar a sensibilidade do método. Os procedimentos multivariados
foram eficientes na determinacdo da condicdo 6tima de separacdo, usando
como resposta a resolucao entre pares de compostos e o tempo de corrida. O
uso da pré-concentracao on-line permitiu reduzir em 7,5 vezes o consumo de
amostra e de solventes organicos como hexano e metanol. O método utiliza
capilar de 50 pum d. i. x 60 cm comprimento efetivo com bulbo estendido,
eletrélito acido bérico 50 mmol L™, pH 10,2, 25°C, injecéo de 50 mbar por 25 s
com aplicagédo de voltagem inversa (—-30 kV por 5 s) antes da voltagem de

corrida (+30 kV), deteccédo em 210 nm e tempo de corrida de 12 min.

Palavras-chave: azeite de oliva; compostos fendlicos; eletroforese capilar;

stacking; otimizacado multivariada; Derringer e Suich
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1. INTRODUCAO

A oliveira (Olea europaea L.) teve sua origem h& cerca de 5.000 anos
atrds na regido que hoje corresponde a antiga Pérsia e Mesopotamia.
Posteriormente, a oliveira se espalhou para os territérios que hoje
correspondem & Siria e a Palestina. A produ¢do mundial de azeite de oliva esta
concentrada nos paises do Mediterraneo, que produzem 98% de todo o azeite
de oliva comercializado no mundo (HARWOOD & APARICIO, 2000).

A dieta mediterranea inclui o consumo elevado de azeite de oliva, o qual
contém grandes quantidades de compostos fendlicos que possuem elevada
acdo antioxidante através do sequestro de radicais livres (PERONA,
CABELLO-MORUNO & RUIZ-GUTIERREZ, 2006; SANCHEZ et al., 2007; LEE
et al., 2008). Os compostos fendlicos do azeite de oliva também atuam como
agentes anti-inflamatérios, antivirais e anticarcinogénicos (SAVARESE, DE
MARCO & SACCHI, 2007). O azeite de oliva virgem apresenta uma notavel
resisténcia a oxidagdo, a qual tem sido relacionada a sua composi¢cdo em
acidos graxos e aos elevados niveis de antioxidantes naturais, tais como 0s
compostos fendlicos (PAPADIMITRIOU et al., 2006).

Os compostos fendlicos ja identificados e quantificados em azeite de
oliva pertencem as classes de fenil-etil-alcoois (como hidroxitirosol e tirosol),
acidos fendlicos (como o acido p-cumarico, acido vanilico, etc.), lignanas [(+)-
pinoresinol e (+)-1l-acetoxipinoresinol], secoiridoides (varios derivados
agliconas da oleuropeina e ligstrosideo) e flavondides (luteolina e apigenina)
(CARRASCO-PANCORBO et al., 2006a).

No que se refere ao processo de extragdo dos compostos fendlicos do

azeite de oliva virgem para analise, duas principais técnicas foram reportadas
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na literatura: extracdo liquido-liquido (LLE) e extracdo em fase solida (SPE)
(TURA & ROBARDS, 2002). Em um estudo comparativo das duas técnicas de
extracdo, Bendini et al. (2003) demonstraram que a LLE proporcionou 0s
melhores resultados de recuperagdo para uma mistura de 15 padrdes de
compostos fendlicos, adicionados a 6leo de amendoim refinado. Para amostras
de azeite de oliva virgem, tanto LLE quanto SPE mostraram elevadas
recuperacdes das principais classes de compostos, com desempenho
equivalente. Porém, em termos de custo, a LLE €é mais acessivel.
Experimentos conduzidos por Hrncirik & Fritsche (2004) revelaram que o
emprego de SPE produziu resultados ambiguos, o que ndo ocorreu com a LLE.

A eletroforese capilar (CE) pode representar um bom compromisso entre
tempo de analise e caracterizagdo satisfatoria para os compostos fendlicos do
azeite de oliva. A velocidade, resolucéo e simplicidade da CE, combinadas aos
baixos custos de operagédo e menor geracao de residuos, tornam a técnica uma
opcao atrativa para o desenvolvimento de métodos aperfeicoados de analise
de alimentos (LIMA, DUARTE & ESTEVES, 2007). A desvantagem da CE, sua
menor sensibilidade, esta relacionada com o pequeno caminho Gptico definido
pelo diametro do capilar (entre 50 e 75 um) e ao pequeno volume de amostra
injetado. Porém, diversas técnicas de pré-concentragdo on-line, coletivamente
denominadas de stacking (empacotamento), foram desenvolvidas e estédo
sendo cada vez mais empregadas nos Ultimos anos, de forma a superar esta
limitacdo sem perda na eficiéncia de separacdo (MALA et al., 2009; MORAES
et al., 2009).

Quando o trabalho envolve muitos fatores, é comum a obtencdo de

muitas respostas, e é bastante improvavel que a regido 6tima para todas elas
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seja a mesma. Assim, é necessario o emprego de ferramentas estatisticas que
consigam lidar com um grande numero de respostas, de maneira a fornecer
uma resposta global adequada aos objetivos do pesquisador. Neste sentido,
pode-se trabalhar com a metodologia de otimizagdo simultanea proposta por
Derringer e Suich, como no trabalho de Breitkreitz, Jardim & Bruns (2009).

O objetivo deste trabalho foi otimizar e validar um método para
separacao e quantificacdo simultanea de 13 compostos fendlicos presentes em
azeite de oliva extravirgem, utilizando eletroforese capilar com detector de
arranjo de diodos (CE-DAD). A condi¢do otima de separacdo foi definida a
partir do emprego de técnicas estatisticas multivariadas, como o planejamento
composto central e 0 método de otimizagdo simultdnea de Derringer e Suich.
As técnicas de pré-concentracao on-line também foram utilizadas com o intuito
de aumentar a sensibilidade e diminuir o consumo de solventes para o preparo

de amostras.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Reagentes

Foram utilizados os solventes hexano p.a. (Synth, Brasil), metanol p.a.
(Synth, Brasil), metanol grau HPLC (J. T. Baker, EUA), bem como os reagentes
acido boérico (Ecibra, Brasil) e hidréxido de sédio p.a. (Nuclear, Brasil). A 4gua
foi purificada em sistema Milli-Q (Millipore, EUA). Os padrdes de tirosol, acido
gélico, acido p-cumérico, acido p-hidroxibenzoico, &cido cafeico, acido 3,4-
dihidroxibenzoico, acido cindmico, acido vanilico, &acido ferrdlico, luteolina e

apigenina foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). O padréo de hidroxitirosol
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foi adquirido da Cayman Chemical (EUA) e o padréo de oleuropeina glicosideo
foi adquirido da Extrasynthese (Franca). As solucfes foram filtradas em filtros
Millipore com 0,45 ym (Millipore, EUA) e colocadas em ultrassom durante 5 min
antes da injegéo.

As solugbes estoque dos padrdes foram preparadas em metanol grau
HPLC, filradas em membrana de 0,45 ym e armazenadas a -18°C e
protegidas da luz. Para os experimentos de otimizagdo, foi preparada uma
solucéo trabalho em metanol:agua (30:70), contendo 6,7 mg L™ de cada um
dos compostos com excecdo do acido cafeico, acido galico e &cido 3,4-
dihidroxibenzoico, cujas concentracdes resultaram em 10,4 mg L™ cada; da
luteolina, cuja concentracao foi de 13,3 mg L™; e do tirosol, com concentracéo

de 28,3 mg L™

2.2. Equipamento

O equipamento utilizado foi um sistema de eletroforese capilar Agilent
G1600AX (Agilent Technologies, Germany), equipado com detector de arranjo
de diodos (DAD), injetor automatico e sistema de controle de temperatura
ajustado em 25°C. Utilizou-se um capilar de silica fundida com 50 um de
didametro por 60 cm de comprimento efetivo, com bulbo estendido (Agilent
Technologies, Germany). A detecgdo foi realizada a 210 nm. A analise e o
tratamento dos dados foram realizados no software HP ChemStation.

Os capilares novos foram ativados e condicionados por lavagem com
pressdo de 1 bar, usando uma solucdo de NaOH 1 mol L™ durante 30 min,
seguido de 10 min de agua. No inicio de cada dia de trabalho, o capilar foi

condicionado durante 5 min com NaOH 1 mol L™, seguido de 5 min com agua
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e 10 min de eletrdlito. No final do dia foi realizada uma limpeza do capilar com
lavagem por 5 min com NaOH 1 mol L™ e 5 min de agua. O capilar foi

armazenado em agua durante a noite.

2.3. Planejamento dos experimentos e tratamento dos dados

O método desenvolvido por Ballus et al. (2010a) utilizando tetraborato de
sédio (TBS) apresentou uma desvantagem, que foi observada apenas quando
se procedeu a etapa de validacéo: o eletrolito precisava ser trocado a cada trés
corridas, pois o pico da luteolina se deslocava progressivamente, coeluindo
com o pico do acido vanilico. Além disso, na primeira corrida ndo ocorria
separacdo completa entre os picos do &cido p-cumarico e da luteolina, ou seja,
seriam necessarias trés corridas para aproveitarem-se duas, 0 que €
contraproducente. Na literatura, onde praticamente sé se utiliza tetraborato de
sodio para a separagdo de compostos fendlicos do azeite de oliva extravirgem,
o eletrdlito precisava ser trocado a cada duas corridas, quando a luteolina
estava presente. Embora ndo houvesse justificativa para isso, o mais provavel
€ gue tenha sido pelo deslocamento progressivo da luteolina.

Com base nestes inconvenientes, optou-se por recomecar 0 processo de
otimizagdo, porém, utilizando o eletrdlito acido boérico em substituicdo ao TBS.
No trabalho de Ballus et al. (2010b), o &cido bdrico foi utilizado para a
separacao de 16 compostos fendlicos presentes em diferentes alimentos e
bebidas, sendo trocado apenas apés 15 corridas. O método utilizava 175 mmol
L™ de &cido bérico, em pH 9,0.

Aplicando-se o método do acido borico para os 13 compostos fendlicos

presentes em azeite de oliva, apenas 2 compostos coeluiram. Antes da
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otimizacdo empregando planejamento composto central, foi feito um pequeno
estudo univariado para determinar a regido experimental da variavel acido
bérico a ser estudada. O teste consistiu em variar a concentracdo de acido
bérico entre 50 e 250 mmol L™. Como o efeito do &cido bérico ndo foi muito
significativo em relagdo & separagdo, optou-se por empregar menores
concentracdes do eletrdlito, pois a corrida € mais curta, a simetria dos picos &
melhor e o ruido é menor. Em todos estes testes, utilizou-se injecdo de 50
mbar por 5 s, temperatura de 25°C e voltagem de 30 kV.

O planejamento composto central foi construido de forma a avaliar os
efeitos das variaveis concentragdo de acido bdrico (BOR), pH e voltagem (V).
Os niveis empregados foram: BOR entre 33,2 (-1,68) e 66,8 (+1,68) mmol L™;
pH entre 9,86 e 10,54; e V entre 23,6 e 30,3 kV (arredondadas para 24 e 30,
respectivamente). Todas as condigcbes do planejamento composto central
foram injetadas com 50 mbar por 5 s, temperatura de 25°C e detecgédo em 210
nm. O ponto central foi analisado em triplicata, totalizando 17 experimentos.
Todos os experimentos foram realizados em ordem aleatdria. Antes de cada
condi¢do do planejamento foi feito um condicionamento de 5 min de NaOH 1
mol L™, 5 min de 4gua e 10 min do eletrélito da condicdo em questao, a fim de
estabilizar o capilar. Cada condig&o foi injetada em duplicata, sendo que entre
as corridas da mesma condi¢cdo o capilar foi condicionado por 2 min com o
eletrélito.

Para a escolha da resposta, iniciou-se com a avaliagdo do critério
elementar resolucdo (Rs). Como esta resposta gerou modelos adequados, 0s
demais critérios ndo foram testados, visto que a resolugdo permite avaliar

adequadamente a qualidade da separacdo em cada condi¢cdo. A resolugéo foi
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calculada para pares de compostos que coeluiram em pelo menos uma das
condi¢des testadas, resultando em cinco respostas. O tempo de corrida foi
incluido como uma sexta resposta. Os modelos foram validados através da
Andlise de Variancia (ANOVA), a 95% de confianca. Em seguida, para
determinar a condigdo Otima que separasse todos os 13 compostos, foi
utilizada a técnica de Derringer e Suich, estipulando um valor de desejabilidade
para cada resposta e, posteriormente, combinando-as em uma desejabilidade
global (BREITKREITZ, JARDIM & BRUNS, 2009). O tratamento dos dados foi
feito através do software Design Expert 6.0.10 (Minneapolis, EUA). A Tabela

4.1 exibe a matriz do planejamento composto central.

Tabela 4.1. Matriz do planejamento composto central utilizando BOR.

Ensaio Variaveis Codificadas Varidveis Decodificadas
1 2 3 BOR (mmol L %) pH Voltagem (kV)
1 -1 -1 -1 40 10,0 25
2 1 -1 -1 60 10,0 25
3 -1 1 -1 40 10,4 25
4 1 1 -1 60 10,4 25
5 -1 -1 1 40 10,0 29
6 1 -1 1 60 10,0 29
7 -1 1 1 40 10,4 29
8 1 1 1 60 10,4 29
9 -1,68 0 0 33,2 10,2 27
10 1,68 0 0 66,8 10,2 27
11 0 -1,68 0 50 9,86 27
12 0 1,68 0 50 10,54 27
13 0 0 -1,68 50 10,2 24
14 0 0 1,68 50 10,2 30
15 0 0 0 50 10,2 27
16 0 0 0 50 10,2 27
17 0 0 0 50 10,2 27
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2.4. Pré-concentracdo on-line (stacking)

Os compostos fendlicos estdo presentes em pequenas quantidades no
azeite de oliva extravirgem, e assim, apos a extracdo empregando solu¢cdes de
metanol:dgua, o0s extratos precisam ser concentrados antes de serem
analisados. Dessa forma, os métodos de extragdo liquido-liquido empregam
grandes quantidades de amostra e, consequentemente, grandes quantidades
de metanol, o que é inadequado do ponto de vista ambiental.

Assim, com a inten¢éo de reduzir o consumo de solvente do método de
extracdo, foi avaliado o emprego das técnicas de pré-concentragdo on-line
(“stacking”), as quais promovem um aumento da detectabilidade com base no
aumento do volume de injecdo e na manipulagdo da velocidade eletroforética
dos analitos, sem alterac@o na instrumentacdo (MORAES et al., 2009).

Apés a determinacdo da condicao 6tima de separagéo, foram estudados
o stacking mediado por forca ibnica, o stacking em injecdo de grande volume e
a aplicacdo de voltagem inversa. Para o aumento da injecdo, foi mantida a
mesma pressao de 50 mbar, com variagdo dos tempos de inje¢édo (10, 15 e 25
s), sendo que o método original empregava 5 s de injecdo. A aplicagédo de
voltagem inversa (-30 kV) foi necessaria nas injecdes de 15 e 25 s, sendo
avaliados tempos entre 3 e 6 s de aplicagéo. Estes testes foram realizados com
a utilizacdo da mistura de padrées dos 13 compostos fendlicos.

O eletrdlito foi trocado apos 3 corridas, pois se observou que o pico do
acido 3,4-dihidroxibenzoico comegava a coeluir com o pico do &cido gélico,
mas ao trocar o eletrdlito o sistema voltava ao normal. Isto indica que o
eletrélito sofreu alteracdes produzidas pela aplicacdo das altas voltagens,

tornando-se cada vez menos capaz de manter a separagdo. Foi construida
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uma curva de mobilidade entre pH 8,9 e 10,5, e observou-se que a faixa de pH
para separacao € muito estreita (0,1 unidades, visto que em pH 10,1 e 10,3 ndo
ocorre a separacdo). Desta forma, qualquer pequena alteracdo ja € suficiente
para inviabilizar o uso continuo do eletrélito. O consumo de eletrélito foi de 1
mL a cada trés corridas.

Para poder avaliar o efeito da pré-concentracdo em amostras, foram
preparados extratos metandlicos de azeite de oliva extravirgem, empregando
extracdo liquido-liquido (PIRISI et al., 2000; BONOLI et al., 2003). Foram
pesados 2,0 g do azeite em tubos de centrifuga, onde foram adicionados 1,0
mL de hexano e 2,0 mL de metanol:agua (60:40, v/v). A mistura foi agitada por
2 min e em seguida centrifugada a 5000 RPM por 5 min. A fase polar
(metanol:agua) foi separada e a extragdo repetida duas vezes. Os extratos
foram combinados e evaporados até secura sob pressdo reduzida e baixa
temperatura (< 38°C) em evaporador rotatorio. Em seguida, as amostras foram
dissolvidas em 1,0 mL de metanol:agua (30:70, v/v) e filtradas em membranas
de 0,45 pum antes da injecdo no eletroforese capilar. Este procedimento foi
realizado também com 15 g de amostra, com o aumento proporcional dos
solventes, para comparar com 0 extrato obtido a partir de 2 g e, assim, avaliar
se havia a possibilidade de trabalhar com pequenas quantidades de amostra.
Os testes de stacking foram efetuados com ambos o0s extratos. O
condicionamento entre corridas, que consistia em 2 min de eletrdlito e estava
funcionando bem para os padrdes, nédo foi eficiente para as amostras. Assim,
foram testados alguns condicionamentos, baseando-se no condicionamento
utilizado no trabalho de Ballus et al. (2010b), onde esta mesma situacao foi

observada.
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2.5. Validagédo do método por eletroforese capilar

O método foi validado de acordo com a United States Pharmacopeia
(2008) e exigéncias da legislacdo brasileira (INMETRO, 2003; RIBANI et al.,
2004). A repetibilidade do método foi avaliada injetando-se uma solugéo
contendo os padrdes dos 13 compostos fendlicos. Esse procedimento foi
realizado por 10 vezes consecutivas em um mesmo dia. A precisdo
intermediéria foi avaliada repetindo-se esse procedimento durante trés dias. A
linearidade do sistema foi verificada de forma individual para cada um dos
compostos, sendo a curva de calibracdo construida com 7 pontos. Os limites
de deteccao e quantificagcdo foram estimados como sendo 3 e 10 vezes a razéo

sinal/ruido, respectivamente.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Variacdo da concentracdo de acido boérico

Através da variagdo da concentracdo de &cido borico, foi possivel
observar que o aumento da mesma ndo foi suficiente para promover a
separacdo de todos os compostos, como pode ser observado na Figura 4.1.
Além disso, a elevacdo da concentragdo de BOR promoveu um aumento do
tempo de corrida, resultando em alargamento de banda e perda na simetria dos
picos. Alargamento de banda e perda de simetria ndo favorecem a separacao e
tempos de corrida longos também sdo indesejaveis. Portanto, resolveu-se
estudar a regiéio de baixas concentragbes de BOR, j4 que com 50 mmol L™ a

corrida foi de apenas 9 min e com elevada simetria dos picos (Figura 4.1A).
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Figura 4.1. Variacdo da concentracio de acido borico em pH 9,0. A) BOR 50 mmol L™}; B) BOR
100 mmol L™}; C) BOR 150 mmol L™; D) BOR 175 mmol L™; E) BOR 200 mmol L™; F) BOR
250 mmol L. Identificacdo dos picos: 0) Solvente; 1) Tirosol; 2) Oleuropeina Glicosideo; 3)
Hidroxitirosol; 4) Acido Cinamico; 5) Acido Ferrilico; 6) Acido p-cumarico; 7) Apigenina; 8)
Acido Vanilico; 9) Luteolina; 10) Acido p-hidroxibenzoico; 11) Acido Cafeico; 12) Acido Galico;
13) Acido 3,4-dihidroxibenzoico.
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3.2. Validag&o dos modelos construidos com arespos  ta Resolugéo (R s)
Foram calculadas as resolucdes entre todos os pares de compostos que
coeluiram em qualquer uma das condi¢cdes experimentais avaliadas. No total
foram obtidas cinco respostas: oleuropeina glicosideo/tirosol (OLE/TIR); acido
vanilico/acido 3,4-dihidroxibenzoico (VAN/3,4-DIHIDRO); acido galico/acido p-
hidroxibenzoico (GAL/P-HIDROXI); &cido cafeico/acido p-cumérico (CAF/P-
CUM); é&cido 3,4-dihidroxibenzoico/acido gélico (3,4-DIHIDRO/GAL). O tempo
de corrida (TCOR) também foi incluido como resposta, pois a intencédo foi

minimiza-lo. A Tabela 4.2 sumariza os resultados para as seis respostas.
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Tabela 4.2. Valores das respostas nas condi¢bes do planejamento composto central.

Resolucéo (R g)

Ensalo OLE/TIR VAN/3,4-DIHIDRO GAL/P-HIDROXI CAF/P-CUM 3,4-DIH IDRO/GAL TCOR (min)
1 0,00 6,61 6,70 4,40 0,00 14
2 1,58 6,60 10,83 7,09 0,00 19
3 11,19 1,29 1,17 6,80 10,25 16
4 7,95 0,80 6,96 11,34 10,74 22
5 2,13 6,77 6,72 4,25 0,00 12
6 1,60 6,74 10,90 7,18 0,00 16
7 8,00 1,59 2,04 6,97 9,35 13
8 11,55 1,11 4,27 9,37 12,11 19
9 2,22 4,18 5,87 6,33 3,49 13
10 3,98 2,92 12,68 12,21 5,40 21
11 6,95 9,76 7,29 2,03 2,02 14
12 13,30 1,00 0,83 7,62 16,32 18
13 2,09 3,77 9,16 9,09 3,97 18
14 2,65 3,61 9,16 9,14 4,62 14
15 2,06 4,06 9,23 8,93 3,73 16
16 2,99 3,07 9,02 9,67 5,21 16
17 1,84 3,78 9,29 9,62 4,41 16

Respostas: OLE/TIR = oleuropeina glicosideo/tirosol; VAN/3,4-DIHIDROXI = &cido vanilico/acido 3,4-dihidroxibenzoico; GAL/P-HIDROXI = &cido
gélico/acido p-hidroxibenzoico; CAF/P-CUM = &cido cafeico/acido p-cumarico; 3,4-DIHIDROXI/GAL = &cido 3,4-dihidroxibenzoico/acido gélico; TCOR =
tempo de corrida.
A resolucéo entre os pares foi calculada através da equagdo: Rs= 2 (t, —t;) , onde t = tempo de migracéo e w = largura da base do pico.

Wiy + Wj
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Foram construidos modelos lineares e quadraticos para cada uma das
seis respostas, e cada modelo foi validado através da Andlise de Variancia
(ANOVA) ao nivel de 95% de confianca. A Tabela 4.3 mostra os resultados da
ANOVA para os modelos empregando Rs e TCOR e a Tabela 4.4 exibe os

coeficientes significativos utilizados em cada modelo.

Tabela 4.3. Resumo da ANOVA considerando a significancia estatistica da
regressdo e a falta de ajuste dos modelos quadraticos empregando-se
resolucdo e tempo de corrida como respostas.

Regressédo Falta de Ajuste

Respostas

MQr/MQ;  Fo7.95% MQ¥ai/MQep Fs.2,95%
OLE/TIR 32,31 5,63
VAN/3,4-DIHIDRO 69,29 0,49
GAL/P-HIDROXI 18,03 80,02

3,68 19,30

CAF/P-CUM 15,22 9,43
3,4-DIHIDRO/GAL 163,35 0,32
TCOR 223,57 *

MQgr = Média Quadrética devida a regresséo; MQ, = Média Quadratica devida ao residuo; MQx,;
= Média Quadrética devida a falta de ajuste; MQ., = Média Quadratica devida ao erro puro.

* Nao foi possivel calcular a falta de ajuste para o modelo do TCOR, pois os trés valores
obtidos no ponto central foram idénticos, ndo sendo possivel medir o erro.

Respostas: OLE/TIR = oleuropeina glicosideo/tirosol; VAN/3,4-DIHIDROXI = &cido
vanilico/acido 3,4-dihidroxibenzoico; GAL/P-HIDROXI = &cido gdlico/acido p-hidroxibenzoico;
CAF/P-CUM = 4cido cafeico/acido p-cumérico; 3,4-DIHIDROXI/GAL = &cido 3,4-

dihidroxibenzoico/acido galico; TCOR = tempo de corrida.
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Tabela 4.4. Coeficientes significativos para 0s modelos construidos
empregando-se a resolucdo entre pares de compostos e o tempo de corrida
COMo respostas.

Coeficiente  OLE/TR ~ VAN/34-DIHIDRO ~ GAL/IP-HIDROXI ~ CAFP -CUM  3,4-DIHIDRO/GAL TCOR

A (BOR) . - 2,03 1,64 047 2,52
B (pH) 512 -2,68 -2,31 2,04 537 115
C(v) . - - - - -1,30
N . . . . . 0,36
B’ . 0,55 -2,08 -2,28 0,95
C2
AB . - - - - 0,37
AC 11
BC
Respostas: OLE/TIR = oleuropeina glicosideo/tirosol; VAN/3,4-DIHIDROXI = &cido
vanilico/acido 3,4-dihidroxibenzoico; GAL/P-HIDROXI = &cido galico/acido p-hidroxibenzoico;
CAF/P-CUM = 4cido cafeico/acido p-cumérico; 3,4-DIHIDROXI/GAL = é&cido 3,4-

dihidroxibenzoico/acido galico; TCOR = tempo de corrida.

Ao observar-se a Tabela 4.3, é possivel verificar que o0 modelo para a
resposta GAL/P-HIDROXI apresentou falta de ajuste ao nivel de 95%, bem
como que todos os modelos apresentaram regressao bastante significativa. Os
graficos de diagndstico do modelo para a resposta GAL/P-HIDROXI indicaram
que os residuos seguiam uma distribuicdo normal, sem indicios de
heteroscedasticidade. Além disso, a MQe, (Mmédia quadratica devida ao erro
puro) resultou bem inferior para esta resposta, quando comparada com as
demais. Com isso, o valor do quociente MQ:/MQe, pode ter resultado
artificialmente maior, sendo possivel dizer que a falta de ajuste tenha ocorrido
devido ao valor subestimado da MQep. Os graficos de valores preditos vs
valores observados (Figura 4.2) mostram uma boa correlagédo entre ambos os

valores, para todos os modelos construidos. Assim, o0 modelo para a resposta
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GAL/P-HIDROXI também foi utilizado para predizer a condicdo 6tima através

do método de Derringer e Suich.

16 - 1"
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Figura 4.2. Graéficos de valores preditos vs valores observados para a resolucéo entre pares de
compostos e para o tempo de corrida.
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Ao utilizar a ferramenta de Derringer e Suich, o objetivo foi maximizar a
resolucdo entre os pares de compostos e minimizar o tempo de corrida. Assim,
foram construidas fungbes de desejabilidade lineares unilaterais para

maximizagao e minimizacdo. Para maximizag&o as equagodes foram:

=0 se Rg<Rg™ 1)

di = Ri— Rs,imr:]nn se Rs™ <Rsi<Rsavo )
% alvo™ RSi I

di =1 se RSi > RS alvo (3)

Para minimizacdo, as equacdes resultaram em:

di =1 se 6 <Tawo (4)

d=( t—t"" se U <t<taw (5)
talvo _ t TTTax

d=0 se ti>t; max (6)

onde d; corresponde a desejabilidade (ente 0 e 1), Rg; e ti sdo os

valores preditos pelo modelo, Rs a0 T aivo S80 0s valores alvo das respostas,
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min , . max .
Rs; é o valor minimo da resposta e {; corresponde ao valor maximo da

resposta.

o ~ ~ min .
Para maximizacdo da resposta resolugéo, o valor de Rg; = 3 foi

escolhido para todos os pares de compostos a partir da verificacdo de que o

valor minimo de resolucdo para uma separacdo adequada dos mesmos era

igual a trés. O valor de Rg 40 foi considerado individualmente para cada

resposta como sendo igual ao valor de resolugdo mais alto obtido
experimentalmente para aquele par de compostos. Assim, o algoritmo deveria
usar os modelos para maximizar o valor de resolucdo para os cinco pares de
compostos, sendo inaceitaveis valores abaixo de 3 (resolucdo minima para
haver separagdo) e acima do valor maximo obtido experimentalmente (pois

neste caso estaria fora da regido experimental). Para a resposta tempo de

. . . max . .
corrida, foram determinados os valores T 4y0= 12 min e {; =15 min, pois os

menores tempos obtidos encontraram-se nesta faixa. O algoritmo deveria
procurar por condicbes que maximizariam as resolu¢des, porém com o menor
tempo de corrida.

O algoritmo encontrou seis condigbes que satisfaziam os critérios
estabelecidos, mas todas elas eram variagdbes muito pequenas de um dos
pontos axiais do planejamento composto central (ensaio 14). Estas pequenas
variagbes podem ser atribuidas ao erro que existe em cada um dos modelos. A
desejabilidade global de todas elas foi muito baixa (0,198), o que pode ser
explicado pelo emprego de critérios bastante restritivos. Sendo assim, a
condi¢do 6tima de separagdo que permitiu a maxima resolu¢do para os cinco

pares de compostos dentro do menor tempo de corrida foi um dos préprios
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ensaios do planejamento, com niveis de 50 mmol L™ de BOR, pH 10,2
voltagem de 30 kV e 14 min de corrida. A Figura 4.3 ilustra uma das condi¢fes
obtidas pelo método de Derringer e Suich, com os valores teoricos calculados
através dos modelos matematicos. Estes valores podem ser comparados aos
obtidos experimentalmente para o ensaio 14 (Tabela 4.2), verificando-se que
sdo bastante proximos, com excegcdo para o valor da resposta GAL/P-
HIDROXI, porém deve-se lembrar que este modelo apresentou falta de ajuste.

A Figura 4.4 mostra o eletroferograma da condi¢édo 6tima de separacéo.

A _ B _ c ~
T e e [ SN e I
-1.00 1.00 -1.00 1.00 =1.00 1.00
BORKCO =0.05 pH =0.12 V=168
D E F
3 3 3
-6.9509 13.2984 0.796077 8.76119 0831828 126814
OLEMR = 3.83509 VAN, 4-DHIDRO = 3.28268 GALP-HIDROX] = 7.98072
G H I

T L T T

=2.02718 12.2108 -2.02247 18.3221 12 2
CAF/P-CUM = 9.26797 3,4-DHIDRO/GAL = 5.17833 TEWMPO COR = 14.058
Desirability = 0.198
Figura 4.3. Condicdes experimentais (A-C) que fornecem valores das respostas préximos aos

alvos estipulados nas fungbes de desejabilidade individuais e graficos das func¢des de
desejabilidade individuais (D-1) com os valores preditos pelos modelos para cada resposta.
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Figura 4.4. Condicdo 6tima de separacéo para 13 compostos fendlicos encontrados em azeite
de oliva extravirgem por eletroforese capilar de zona. Capilar de 50 um d. i. x 60 cm
comprimento efetivo com bulbo estendido, eletrélito 4cido bérico 50 mmol L™, pH 10,2, 30 kV,
25°C, injecao de 50 mbar por 5 s e deteccdo em 210 nm. Identificacdo dos picos: 0) Solvente;
1) Oleuropeina Glicosideo; 2) Tirosol; 3) Hidroxitirosol; 4) Acido Cinamico; 5) Luteolina; 6)
Apigenina; 7) Acido Ferrulico; 8) Acido Cafeico; 9) Acido p-cumarico; 10) Acido Vanilico; 11)
Acido 3,4-dihidroxibenzoico; 12) Acido Galico; 13) Acido p-hidroxibenzoico.

Apo6s a determinacdo da condicdo 6tima, foi construida uma curva de
mobilidade utilizando o &cido bérico 50 mmol L™, variando o pH entre 8,9 e
10,5. Através desta curva, foi possivel determinar o comportamento da
mobilidade efetiva de cada composto em diferentes pHs nesta concentragao de
eletrdlito. A Figura 4.5 mostra a curva obtida para os 13 compostos fendlicos

em BOR 50 mmol L.
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Figura 4.5. Curva de mobilidade efetiva para os 13 compostos fendlicos encontrados em azeite
de oliva extravirgem. Eletrélito BOR 50 mmol L™

A separacdo dos 13 compostos ocorreu em pH 10,2, assim como
observado no planejamento composto central. Os compostos que exibiram
comportamento mais drastico em relacdo a mudanca de pH foram o tirosol,
acido ferrdlico, apigenina, &cido p-cumarico, acido vanilico, &cido p-
hidroxibenzoico, &cido 3,4-dihidroxibenzoico e luteolina, o que explica as
coeluicdes entre eles em diferentes condi¢cdes do planejamento. O aumento do
pH foi constantemente deslocando o tirosol no eletroferograma, até ele coeluir
com a oleuropeina glicosideo em pH 10,1, e depois separar novamente em pH
10,2, posicionando-se depois da oleuropeina. Com isso, o pH mostra ter um
papel muito importante na separacdo dos compostos neste sistema de

eletroforese capilar de zona.
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3.3. Emprego da pré-concentrac@o on-line (stacking)

Entre os tipos de stacking avaliados, o stacking mediado por forca ibnica
ocorre pelo simples fato de os padrdes e amostras estarem solubilizados em
um solvente com menor condutividade elétrica que a do eletrdlito de corrida.
Quando a tensdo é aplicada, esta regido de baixa condutividade experimenta
um campo elétrico maior que a regido do eletrélito de corrida. Os ions
presentes na amostra movem-se mais rapidamente na regido de baixa
condutividade e, quando alcancam a interface entre a banda da amostra e a
banda do eletrdlito, sédo desacelerados, causando uma contracdo na banda da
amostra (MALA et al., 2009; MORAES et al., 2009).

O outro tipo de stacking testado baseia-se no aumento do volume de
injecdo, pois assim, a quantidade de amostra que entra no capilar torna-se
muito maior, e com isso, aumenta-se a quantidade dos compostos de
interesse. Uma grande quantidade de amostra em solvente com baixa
condutividade também facilita o stacking mediado por forga ibnica. Porém,
guando o capilar é preenchido excessivamente com amostra, a quantidade de
eletrdlito que resta no capilar é tdo baixa que o campo elétrico do eletrdlito é
praticamente zero. Assim, quando os compostos atingem a banda do eletrdlito,
a velocidade é reduzida a quase zero, e eles acabam arrastados pelo fluxo
eletrosmotico, ndo havendo separacdo. Para evitar isso, injeta-se uma grande
quantidade de amostra e, em seguida, aplica-se uma voltagem de polaridade
inversa durante algum tempo, pois com isso o eletrélito entra no capilar pelo
lado da deteccdo e compacta a banda da amostra no lado da inje¢cdo. Quando
a voltagem de corrida € aplicada, os compostos podem ser separados

normalmente (MALA et al., 2009; MORAES et al., 2009).

124



Cristiano Augusto Ballus Capitulo 4

As condic¢des de stacking mais promissoras em padrdes foram a injecédo
de 10 s sem aplicagéo de voltagem inversa, e 25 s com aplicacdo de —30 kV
durante 5 s, sendo que esta Ultima proporcionou um aumento de 6 vezes na
area dos picos (comparando com a mesma concentracdo injetada durante 5 s)
e aumento de 4 vezes na altura dos mesmos, melhorando significativamente a
detectabilidade. Estas condi¢cdes foram aplicadas nos extratos obtidos a partir
de 2 e 15 g de azeite de oliva extravirgem, juntamente com injegcdes no método
original, com injecdo de 5 s. Quando o extrato obtido de 2 g foi injetado por 25
s com aplicacdo da voltagem inversa, foi possivel obter uma detectabilidade
maior do que injetando-se o extrato obtido a partir de 15 g durante 5 s. Assim,
foi possivel utilizar 7,5 vezes menos amostra, hexano e metanol, com o simples
fato de aumentar o volume de injecdo e aplicar voltagem inversa durante algum
tempo, que sdo parametros facilmente ajustados através do software do
equipamento. A Figura 4.6 ilustra a comparagdo entre os dois extratos. Além
disso, com o emprego da pré-concentracdo on-line, houve reducédo no tempo

de corrida, que passou a ser de 12 min.
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Figura 4.6. A) Extrato metandlico de compostos fendélicos obtido a partir de 15 g de azeite de
oliva extravirgem, injetado com 50 mbar por 5 s. B) Extrato metandlico de compostos fendlicos
obtido a partir de 2 g do mesmo azeite de oliva, injetado com 50 mbar por 25 s, e com posterior
aplicacdo de voltagem inversa (—30 kV por 5 s). ldentificacdo dos picos: 1) Tirosol; 2)
Hidroxitirosol; 3) Luteolina; 4) Apigenina.

3.4. Validagédo do método

Todos o0s testes empregando apenas padres possuiam
condicionamento entre corridas de 2 min de eletrdlito. Porém, quando foram
feitos os testes de stacking com aumento de injecéo, este condicionamento n&o
foi suficiente para estabilizar as corridas. Assim, foram testadas diversas
formas de condicionamento, utilizando NaOH 1 mol L™, agua e eletrélito. As

corridas ficaram estaveis quando utilizou-se um condicionamento de 1 min de

NaOH 1 mol L™ + 1 min de espera + 1 min de a4gua + 1 min de eletrélito + 1
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min de espera + 1 min de eletrdlito, totalizando 6 min de condicionamento entre
corridas, ndo sendo mais necessario utilizar o condicionamento do inicio do dia.
Este condicionamento foi uma pequena adaptacdo daquele utilizado no
trabalho de Ballus et al. (2010b). O método foi validado apds a definicdo deste
condicionamento e das condigbes de stacking, resultando nos dados exibidos
na Tabela 4.5. Os valores para repetibilidade e preciséo intermediaria que
constam na tabela sdo para variagbes na area. Os coeficientes de variagdo
(CVs) para os tempos de migragéo de todos os compostos ficaram abaixo de
1,19% para repetibilidade (no dia) e abaixo de 1,43% para precisao
intermediaria (entre dias). O método esta de acordo com as exigéncias de
validagdo (INMETRO, 2003; RIBANI et al, 2004; UNITED STATES
PHARMACOPEIA, 2008). A Figura 4.7 mostra um eletroferograma dos 13
padrdes nas condi¢des finais do método, ap0s todo o processo de pré-

concentracao e validacao.
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Tabela 4.5. Figuras de mérito para a validagdo do método de separacdo de 13 compostos fenolicos em azeite de oliva.

Compostos Linearidz_ilde 2 Repetibilidade Pr_e,cisao LOD . LOQ .

(mgL™) (n=10)* Intermediéaria (n = 3) * (mgL™) (mgL™)
Oleuropeina 1,0-15,0 0,9972 4,51 5,65 0,15 0,49
Tirosol 1,0- 15,0 0,9954 4,86 2,20 0,22 0,74
Hidroxitirosol 1,0- 15,0 0,9909 5,41 6,96 0,09 0,29
Acido Cinamico 1,0- 15,0 0,9993 2,22 3,05 0,07 0,24
Luteolina 3,0-15,0 0,9967 2,58 3,77 0,85 2,84
Apigenina 2,0-15,0 0,9943 2,80 3,81 0,59 1,98
Acido Ferrdlico 1,0 - 15,0 0,0987 2,77 3,03 0,10 0,33
Acido Cafeico 1,0 - 15,0 0,9976 2,95 3,74 0,08 0,25
Acido p -cumérico 1,0-15,0 0,9987 2,66 2,98 0,05 0,18
Acido Vanilico 1,0 - 15,0 0,9989 2,78 3,34 0,08 0,25
3 a-dih (f;g;digenzoico 1,0 - 15,0 0,9970 2,08 3,45 0,04 0,13
Acido Galico 1,0 - 15,0 0,0943 6,96 3,62 0,13 0,43
Acido 1,0-150 0,9985 2,88 3,12 0,08 0,25

p -hidroxibenzoico

* Os parametros repetibilidade e precisdo intermediaria foram avaliados através do calculo do coeficiente de variagdo, CV (%). LOD = Limite de
Deteccao; LOQ = Limite de Quantificagéo.
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Figura 4.7. Eletroferograma com a separagdo dos 13 compostos fendlicos encontrados em
azeite de oliva extravirgem por eletroforese capilar. Mistura de padrdes contendo 12,9 mg L™
de cada composto. Capilar de 50 Pm d. i. x 60 cm comprimento efetivo com bulbo estendido,
eletrdlito acido borico 50 mmol L™, pH 10,2, 30 kV, 25°C, injecdo de 50 mbar por 25 s com
aplicacéo de voltagem inversa (—30 kV por 5 s) e deteccdo em 210 nm. Identificacdo dos picos:
0) Solvente; 1) Oleuropeina Glicosideo; 2) Tirosol; 3) Hidroxitirosol; 4) Acido Cinamico; 5)
Luteolina; 6) Apigenina; 7) Acido Ferrdlico; 8) Acido Cafeico; 9) Acido p-cumarico; 10) Acido
Vanilico; 11) Acido 3,4-dihidroxibenzoico; 12) Acido Galico; 13) Acido p-hidroxibenzoico.

4. CONCLUSAO

Através do emprego de técnicas estatisticas multivariadas, como o
planejamento composto central e o método de Derringer e Suich, foi possivel
otimizar a separacdo de 13 compostos fendlicos encontrados em azeite de
oliva extravirgem por eletroforese capilar, obtendo-se a maxima resolugéo entre
0S picos com o0 menor tempo de corrida.

O emprego das técnicas de pré-concentracdo on-line (stacking)
proporcionou um aumento de 5 vezes na area e 4 vezes na altura dos picos.
Além disso, possibilitou uma redugdo de 7,5 vezes no consumo de amostra e
de solventes organicos como metanol e hexano, diminuindo a geragdo de

residuos e o impacto ambiental sem afetar a qualidade analitica.
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As condic¢8es finais do método consistem na utilizacdo de capilar de 50
pum d. i. x 60 cm comprimento efetivo com bulbo estendido, eletrdlito acido
bérico 50 mmol L™, pH 10,2, 25°C, injecdo de 50 mbar por 25 s com aplicacéo
de voltagem inversa (—30 kV por 5 s) antes da aplicagdo da voltagem de corrida
(+30 kV) e deteccdo em 210 nm. A separacdo dos 13 compostos ocorreu em
12 min. Com o estudo de validagdo, o método mostrou-se apto a ser aplicado
para a quantificacdo destes compostos fendlicos em amostras de azeite de

oliva extravirgem.
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CONCLUSAO GERAL

A analise da composicdo em acidos graxos de amostras de azeite de
oliva extravirgem € uma ferramenta poderosa para a identificacdo de
adulteracdes grosseiras das amostras, porém, para adulteracfes mais sutis, €
necessaria a aplicacdo desta técnica em conjunto com a analise de outros
parametros. Os &acidos graxos foram utilizados em uma analise de
componentes principais, onde se evidenciou uma elevada correlagdo negativa
entre o teor de 18:1(n-9)-18:0 e o teor de 16:0-18:2(n-6)-18:3(n-3). Amostras
gue possuem teor mais elevado de um grupo apresentam teor mais baixo do
outro grupo. Com isso, foi possivel agrupar a amostra proveniente da Argentina
separadamente daquelas dos outros paises. A analise de um namero maior de
amostras de cada pais, bem como o0 uso de mais respostas, como o teor de
outros compostos, poderia conduzir a uma separacao mais eficiente.

O eletrdlito tetraborato de sédio (TBS) foi usado com sucesso para a
separacao de 13 compostos fendlicos por eletroforese capilar. Varios modelos
foram construidos utilizando-se critérios elementares como resposta.
Entretanto, a resolugéo, a retencéo relativa e o fator de retengéo acabaram por
gerar modelos com falta de ajuste. Avaliando-se os resultados empiricos do
planejamento composto central, foi possivel determinar uma condi¢gdo que
promoveu a separagéo de todos os 13 compostos estudados: capilar de 50 um
d. i. x 72 cm comprimento efetivo com bulbo estendido, eletrélito TBS 35 mmol
L™, pH 9,1, 30 kV, 25°C, injecdo de 50 mbar por 5 s e deteccdo em 210 nm.
Nestas condi¢des, a separacao ocorreu em 28 min.

Ao avaliar o emprego de acido borico (BOR) no sistema de eletroforese

capilar, foram novamente empregadas técnicas estatisticas multivariadas.
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Desta vez, a resposta resolucao permitiu a obtencdo de modelos sem falta de
ajuste, que foram utilizados através do método de otimizagdo simultanea de
Derringer e Suich para encontrar a condicdo Otima de separagdo dos 13
compostos fendlicos neste sistema. Coincidentemente, esta condi¢do
correspondeu a um ponto axial do planejamento composto central. Ap6s o
término da otimizacdo, o método apresentou como condi¢des a utilizacdo de
capilar de 50 pum d. i. x 60 cm comprimento efetivo com bulbo estendido,
eletrélito BOR 50 mmol L2, pH 10,2, 25°C, injecdo de 50 mbar por 25 s com
aplicacdo de voltagem inversa (=30 kV por 5 s) antes da aplicacdo da voltagem
de corrida (+30 kV) e detec¢cdo em 210 nm. A separagdo dos 13 compostos
ocorreu em 12 min, o que torna este sistema mais atraente do que aquele que
utiliza eletrélito TBS. O método foi validado e apresentou resultados adequados
para as figuras de mérito avaliadas.

A aplicacdo de estratégias de pré-concentracdo on-line em eletroforese
capilar foi extremamente eficiente em aumentar a detectabilidade, bem como
reduzir o consumo de amostra e de solventes organicos toxicos. A facilidade de
implementacdo do stacking, assim como suas vantagens claramente
observadas neste estudo, indicam que se trata de um parametro que deve ser
levado em conta sempre que possivel no desenvolvimento de métodos por
eletroforese capilar.

Os métodos estatisticos multivariados demonstraram ser uma poderosa
ferramenta para promover a separagdo de misturas complexas, utilizando muito
menos experimentos e possibilitando a capacidade, através de modelos

matematicos, de realizar predicdes de pontos 6timos, o que pode ser muito
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importante quando os experimentos ndo produzem uma condi¢do que separe
todos os compostos de interesse.

O método desenvolvido e validado neste trabalho podera ser empregado
na determinagdo da composi¢do de compostos fendlicos em diferentes marcas
de azeite de oliva extravirgem comercializados no pais, bem como colaborar
para a caracterizagéo do futuro azeite de oliva extravirgem a ser produzido em

solo brasileiro.
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