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RESUMO

O presente trabalho propde um método analitico para a determinagdo de 19 4cidos organicos
alifaticos (acético, aminocaprdico, ascoOrbico, aspartico, cetoglutarico, fumarico, glicdlico,
gluconico, glutamico, glutarico, isobutirico, latico, levulinico, maleico, malico, malonico,
piravico, propionico e succinico) em amostras alimenticias utilizando cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa (HPLC-MS/MS) com o modo de separagao
por cromatografia de interag@o hidrofilica (HILIC). Foi realizada uma completa otimizagdo dos
parametros do espectrometro de massas dos analitos por monitoramento de reagcdes multiplas.
As condigdes otimizadas de separacao por HILIC envolveram a utilizagdo de coluna SeQuant®
ZIC®-HILIC 3.5um,100A 150 x 4.6 mm e volume de injegdo de 15 pL. A fase mével ideal foi
composta de acetonitrila e solu¢io tampdo formiato de amonio (8 mmol L™!, pH 3) na proporcio
75:25 (v/v) e usando um fluxo de 0,5 mL min™'. Foi avaliado o desempenho analitico do método
sendo determinados os limites de detec¢ao (LD) e quantificagdo (LQ) para os analitos, os quais
variaram de 0,003 a 0,6 mg L' € 0,009 a 2 mg L', respectivamente. Os estudos de adigdo e
recuperagdo realizados para as amostras de vinagre, vinho, cerveja, suco de laranja e iogurte
revelaram uma recuperagdo variando 40,69 a 159,41 %. Os valores de precisdo obtidos para
trés niveis de concentragdo mostraram coeficientes de variagdo (CV) entre 0,67 a 2,82 % para
tempo de retencao e 11,91 a 13,31 % para a maioria dos resultados de razdo de areas, com
alguns valores chegando no méaximo a 23,45 %. O método foi aplicado para a quantificagdo de
acidos organicos alifaticos em amostras de vinagre, vinho, cerveja, suco de laranja e iogurte
usando calibragdo por adi¢ao de padrdo e preparo de amostra por simples dilui¢do com dgua. A
metodologia analitica proposta permitiu uma eficiente determinacdo dos 19 analitos em
amostras com matrizes consideradas de alta complexidade.

Palavras-chave: dcidos organicos alifaticos; HILIC-MS/MS; matrizes alimenticias.



ABSTRACT

The present work proposes an analytical method for the determination of 19 aliphatic organic
acids (acetic, aminocaproic, ascorbic, aspartic, ketoglutaric, fumaric, glycolic, gluconic,
glutamic, glutaric, isobutyric, lactic, levulinic, maleic, malonic, malonic, pyruvic, propionic
and succinic) in food samples using high performance liquid chromatography coupled to mass
spectrometry (HPLC-MS / MS) with the mode of separation by hydrophilic interaction
chromatography (HILIC). A complete optimization of the parameters of the mass spectrometer
was performed to monitor the analytes by monitoring multiple reactions. Optimized conditions
for HILIC separation involved the use of SeQuant® ZIC®-HILIC column 3.5um, 100A 150 x
4.6 mm and injection volume of 15 pL. The ideal mobile phase was composed of acetonitrile
and ammonium formate buffer (8 mmol L', pH 3) in the ratio 75:25 (v / v) and using a flow
rate of 0.5 mL min-1. The analytical performance of the method was determined and the limits
of detection (LD) and quantification (LQ) were determined for the analytes, which varied from
0.003 — 0.6 mg L to 0.009 — 2 mg L, respectively. The addition and recovery studies
performed on the vinegar, wine, beer, orange juice and yogurt samples revealed a recovery
ranging from 40.69 to 159.41 %. The precision values obtained for three concentration levels
showed the coefficient of variation (CV) between 0.67 a 2.82 % for retention time and 11.91 a
13.31 % for most area ratio results, with some values reaching a maximum of 23.45 %. The
method was applied for the quantification of aliphatic organic acids in samples of vinegar, wine,
beer, orange juice and yogurt using calibration by addition of standard and sample preparation
by simple dilution with water. The proposed analytical methodology allowed an efficient
determination of the 19 analytes of interest in samples with matrices considered of high
complexity.

Keywords: aliphatic organic acids; HILIC-MS/MS; food matrices.
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1 INTRODUCAO

Os acidos organicos alifaticos sdo os acidos mais comuns com 0s quais convivemos no
cotidiano, eles estdo presentes naturalmente em diversos alimentos e existe uma grande
variedade destes compostos na natureza. Além de estarem presentes nas frutas e verduras, eles
sdo formados a partir de processos fermentativos, entao a medida que a fruta vai amadurecendo,
por exemplo, ou um queijo vai ficando rangoso, a quantidade de acidos organicos aumenta.
Outro fator, ¢ que os acidos organicos também sdo usados como aditivos na industria
alimenticia, pois como eles apresentam propriedades acidas, podem ser utilizados como
acidulantes, conservantes, reguladores de acidez, antifingicos, entre outras utilidades. Para se
realizar a caracterizagao, monitoramento ¢ controle de qualidade dos alimentos, ¢ necessario
que existam métodos analiticos que possibilitem a determinacao destes acidos organicos.

Na literatura, diferentes técnicas instrumentais estdo reportadas para determinacao dos
acidos organicos alifaticos, destacando-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia,
cromatografia gasosa e eletroforese capilar. De forma geral, equipamentos de HPLC sao
utilizados para esta finalidade, sendo que diversos tipos de sistema de detec¢do podem ser
utilizados como detectores baseados em arranjo de diodos, ultravioleta/ visivel, indice de
refracdo, entre outros. Este sistema permite realizar a separacado, identificacdo e quantificagdo
de analitos em misturas complexas englobando espécies em uma grande variedade de amostras
organicas, inorganicas e biologicas (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

O modo de separacdo amplamente utilizado em HPLC ¢ a cromatografia reversa, na
qual se utiliza uma fase estacionaria menos polar que a fase moével e a retencao dos analitos
aumenta quando a polaridade da fase moével aumenta, sendo assim analitos ndo polares ficam
mais retido do que analitos polares. As colunas C8 e C18 sdo amplamente utilizadas devido a
sua versatilidade. E possivel analisar acidos organicos por fase reversa devido a presenga das
cadeias carbonicas nestes compostos, no entanto, a separacao deles ¢ dificultada uma vez que
os acidos organicos mais comuns apresentam de 2 a 4 carbonos, € com isso apresentam pouca
retencao nas colunas apolares, desta forma os analitos muitas vezes saem da coluna no tempo
morto. Neste caso, devem ser utilizados diferentes aditivos, gradientes na fase movel para
contornar este problema.

Uma alternativa aos modos de separagao convencionais, que vem sendo muito estudada
nos ultimos anos ¢ a cromatografia de interagao hidrofilica. Na separacdo HILIC sdo utilizadas

fases estaciondrias polares e as fases moveis devem apresentar de 60 a 95 % de solvente
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organico e o restante de agua ultrapura (BUSZEWSKI; NOGA, 2012). A fase estacionaria polar
possibilita analise satisfatéria de compostos polares de forma muito mais eficiente que os outros
tipos de separagao conhecidos.

Apos a realizar uma eficiente separagao dos analitos, deve-se garantir a que o sistema
de detecgdo utilizado seja poderoso para detectar e quantificar os acidos organicos. Como
comentado anteriormente, diversos detectores podem ser eficientemente utilizados. Um sistema
de deteccdo baseado em espectrometria de massas com analisador de massas do tipo
quadrupolo, ¢ uma poderosa técnica que proporciona alta seletividade a analise, pois os analitos
sdo detectados através do monitoramento de reagdes multiplas, ou seja, sdo monitorados através
de valores de razao massa/carga selecionados especificamente para cada analito.

O acoplamento da técnica de separacdo HILIC ao sistema de deteccdo por
espectrometria MS/MS possibilitou o desenvolvimento de um método analitico por HILIC-
MS/MS para determinagdo de 19 4cidos organicos (acético, aminocaproico, ascorbico,
aspartico, cetoglutarico, fumarico, glicolico, glutarico, isobutirico, latico, levulinico, maleico,
malico, maldnico, pirGvico, propidnico e succinico). O método desenvolvido foi avaliado
baseando-se em normas vigentes de legislacOes brasileiras e internacionais em fungdo dos
parametros de mérito linearidade, exatiddo, precisdo, limites de detec¢do e quantificagdo. O
método foi aplicado em 5 amostras de alimentos complexas (vinagre, vinho, cerveja, suco de
laranja e iogurte). O preparo de amostras consistiu em apenas diluicdo e as quantidades de
acidos organicos foram determinadas por calibrag@o por adigao de padrdo e foi utilizado padrao

interno acido muconico.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1  ACIDOS ORGANICOS ALIFATICOS: OCORRENCIA NATURAL E PRESENCA
EM PRODUTOS ALIMENTICIOS

Os acidos organicos alifaticos estdo muito presentes no cotidiano, em diversas matrizes
alimenticias como frutas, verduras, bebidas etc. Alguns exemplos da ocorréncia natural dos
acidos organicos incluem o acido formico o qual ¢ o responsavel pelo ardor das picadas de
formiga, sendo esse o mais simples dos acidos carboxilicos (acido propanoico). O acido acético,
principal componente do vinagre, ¢ usado como condimento e conservante de alimentos. O
acido citrico ¢ fabricado a partir da fermentacdo aerdbica do acucar pelo microorganismo
Aspergillus Niger, este acido ¢ também o responsavel pela acidez das frutas citricas. Seu maior
uso ¢ como acidulante de bebidas e ¢ empregado em sais efervescentes para combater os
sintomas da azia. O acido oxalico ¢ um 4cido dicarboxilico presente em plantas como espinafre
e azedinhas. E um bom removedor de manchas e ferrugem, sendo usado em solugdes comerciais
de limpeza. Além disso, o sal oxalato de célcio monohidratado derivado deste acido ¢
constituinte dos célculos renais (FIORUCCI; SOARES; CAVALHEIRO, 2002).

O é4cido propidnico € responsavel pelo cheiro caracteristico do queijo suico. Na
maturacao do queijo a Propionibacterium Shermanii € microorganismos similares convertem
acido latico e lactatos em acido propidnico, acético e a didxido de carbono. A geracao de CO;
¢ responsavel pela formagdo dos “buracos” do queijo suigo. O acido butirico fornece um odor
peculiar a rancidez da manteiga e ¢ usado na sintese de aromas, em firmacos e em agentes
emulsificantes. O 4cido latico € produzido através da oxidacao da lactose pelo Streptococcus
lactis. Na industria ele ¢ empregado na neutralizacio de cal, no curtimento de couros, € como
acidulante de alimentos industrializados. O acido latico também ¢ produzido no corpo humano,
quando a glicose ¢ metabolizada pela atividade muscular anaerébica. O acido sorbico ¢
encontrado em plantas, utilizada como fungicida, conservante de alimentos e na fabricacdo de
plasticos e lubrificantes. O acido ascorbico também conhecido como vitamina C tem este nome
devido seu valor bioldégico na prote¢do contra a doenca escorbuto, do Latim scorbutus
(FIORUCCI; SOARES; CAVALHEIRO, 2002).

Foi realizada uma pesquisa na literatura para verificar quais acidos organicos alifaticos
estdo presentes em diferentes alimentos e com estas informacdes foi feita a Tabela 1. Na
primeira pagina da tabela constam os acidos organicos (acético, ascorbico, butirico,

cetoglutarico, citrico, formico, gluconico e glutdmico) presentes nas matrizes alface, alimentos
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fermentados, banana, café fresco, cerveja, cha de camomila, laranja e maca, e as respectivas
referéncias. Na segunda pagina da tabela, constam os mesmos acidos organicos presentes nas
matrizes mel, meldo, pé€ssego, pimentdo, saqué, uva, vinagre e vinho e as respectivas
referencias. E por fim, na terceira pagina da tabela, constam os demais acidos organicos (latico,
levulinico, maleico, malico, maldnico, oxalico, piravico, propidnico, succinico e tartarico) em

todas as matrizes alimenticias citadas anteriormente.
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Tabela 1. Ocorréncia dos acidos organicos em diversas matrizes alimenticias.

Acético Ascorbico Butirico Cetoglutarico

Citrico

Foérmico

Fumarico

Gluconico Glutimico Referéncias

Alface v

Fermentados v

Banana v

Café fresco v

Cerveja v

Camomila

Laranja v v

Maca v

(FLORES;
v HELLIN;
FENOLL, 2012)

(LEROY; VUYST,
2004)

(ANYAST;
JIDEANT;
MCHAU, 2015)

(RODRIGUES et
al., 2007)

(RODRIGUES et
al., 2010)

(GUIMARAES et
al., 2013)

(FLORES;
HELLIN;
FENOLL, 2012)

(SCHERER et al.,
2012)

(SCHERER et al.,
2012)
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Tabela 1. (continuagdo)

Acético  Ascorbico  Butirico Cetoglutarico Citrico Férmico  Fumairico

Gluconico

Glutamico

Referéncias

Mel v v v v v v

Melao v v

Péssego v v v

Pimentao v v v

Saqué v

Uva v v v

Vinagre v v v

Vinho

v

(MATO et al.,
2003)
(FLORES;
HELLIN;
FENOLL, 2012)
(FLORES;
HELLIN;
FENOLL, 2012)
(SANDIN-
ESPANA et al.,
2016)
(FLORES;
HELLIN;
FENOLL, 2012)
(OHIRA et al.,
2014)
(NAVARRO-
PASCUAL-
AHUIR et al.,
2015)
(ZHANG et al.,
2011)
(OHIRA et al.,
2014)
(ZHANG et al.,
2011)
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Tabela 1. (continuagdo)

Matrizes Latico Levulinico Maleico Malico  Malénico Oxalico  Piravico Propionico Succinico Tartarico
Alface v v v
Fermentados v
Banana v
Café fresco v v v
Cerveja v v v v
Camomila v v v
Laranja v v v v
Maca v
Mel v v v v v v v
Melao v v v v
Péssego v v v v
Pimentao v v v v
Saqué v v v v
Uva v v v v
Vinagre v v v v v v

Vinho
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De acordo com esta tabela, o mel ¢ o alimento que mais se destaca, e depois tem-se o
péssego, alface, pimentdo verde e pimentdo vermelho, laranja, tomate e vinho que sdo alimento
muito ricos em diversidade de acidos organicos. Os alimentos com menos acidos organicos sao
a banana, suco de abacaxi, suco de maca, suco de tangerina e suco de uva. Mas de forma geral,
a maioria dos alimentos apresenta pelo menos trés acidos organicos diferentes.

Além de estar presente naturalmente em alimentos, os acidos organicos sdo amplamente
utilizados na industria alimenticia como aditivos, devido as suas propriedades fisico quimicas.
Esses compostos sdo adicionados para controlar a alcalinidade de muitos produtos, agindo entdo
como tampdes ou como agentes neutralizantes. Podem ser usados também como conservantes,
agindo como antimicrobianos ou antioxidantes (FIORUCCI; SOARES; CAVALHEIRO,
2002).

O emprego de aditivos alimentares ¢ limitado por normas especificas fundamentadas
em critérios restritos baseados em regulamentacdes emitidas por especialistas da Organizagao
Mundial da Satide (OMS) e Organizagdo para alimentagao e agricultura (FAO), uma vez que a
principal preocupagdo sobre o uso de aditivos € o risco toxicoldgico que estes produtos podem

acarretar dependendo da quantidade ingerida.

2.1.1 Caracteristicas quimicas dos acidos organicos alifaticos

Os acidos organicos mais comuns sdo os acidos carboxilicos — substancias que
apresentam um grupamento COOH. A estabilidade das bases conjugadas ¢ atribuida, primeiro
devido ao ion carboxilato ter um atomo de oxigénio duplamente ligado em vez de dois
hidrogénios como no ion alcéxido (CARROLL, 2010). A retirada de elétrons pelo dtomo de
oxigénio eletronegativo estabiliza o ion pela diminui¢do da densidade eletronica do oxigénio
carregado negativamente (CARROLL, 2010). Outro fator € que o ion carboxilato possui energia
de ressonancia maior que um acido carboxilico, pois o ion apresenta dois contribuintes de

ressonancia enquanto o acido carboxilico apresenta somente um, como mostrado na Figura 1.
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Figura 1. Contribuintes de ressonancia para um acido carboxilico e ion carboxilato.
R R
v G \
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A /
H—O o

Fonte: Adaptado de Carroll (2010).

Os acidos organicos sdo amplamente encontrados na natureza, eles influenciam
significativamente as propriedades organolépticas de frutas e vegetais particularmente no que
diz respeito ao sabor, cor e aroma. S3o responsaveis pelo sabor azedo nas frutas o que ¢
usualmente utilizado para classificar as caracteristicas citricas das mesmas (KADER, 2008).
Além disso, os acidos organicos afetam indiretamente o metabolismo fenolico alterando o pH
e atuam como precursores de compostos fenolicos e aromatizantes (GALDON et al., 2008).

Na Tabela 2, encontram-se informacgdes relevantes a respeito das caracteristicas fisicas

dos acidos organicos estudados neste trabalho, sendo elas a estrutura, formula molecular, massa

molecular, pKa e log P.

Tabela 2. Informagdes importantes caracteristicas dos acidos orgénicos alifaticos utilizados neste trabalho.

- Formula Massa molar log Nimero ..
Acido Estrutura molecular / g mol pKa* P CAS Referéncia
2 0‘ 2,47
a-cetoglutirico HOWOH CsHeOs 146,10 4.68 - 328-50-7 -
i X
Vi
Acético HeC—C C2H40s 60,05 476  -017  64-19-7 (SAT%ER’
OH
NH, (HANSCH;
Aminocapréico 4,37 LEO
AINinecaproico ;
—0 CsH13NO2 131,17 10.80 -2,95 60-32-2 HOEKMAN,
HO d 1995)
HO
y OH 4,04
= AVDEEF
Ascorbico HO CsHsOs 176,12 -1,85 50-81-7 ( ’
ASCLOTDILO 0\ 1997)
o 11,7%*

HO

*a 25 °C; **a 16 °C.
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Tabela 2. (continuagdo)

Formula

Massa molar

log

Numero

Aci Estrut Ka* Referénci
cido strutura molecular / g mol! pKa P CAS eferéncia
OH  NH, 1,99
Aspirtico of"\/Kfo C4H7NO4 133,10 390 389  56-84-8 (G?I;MEL;II?
On 9,90 N
(o]
ol 3,13
OH
Citrico HO CeHsO7 192,12 476 164 77929  ATDEEE
= No )
© 6,40
OH
HO (HANSCH;
Glicélico >/—\ CoH40s 76,05 383 -1l 79-14-1 HOEE& N
(0] OH 1995)
OH OH
Glucénico HOWO CeH1207 196,16 3,39 - 526-95-4 ;
OH OH OH
o 0 2,13 (HANSCH;
Glutimico HOWOH CsHoNO4 147,13 431 369  56-86-0 HO]%IE& N
NH, 9,67 1995) ’
OH 0 4, 30%% (H?I]\EI(S)CH,
Glutirico M CsHsO4 132,12 029 110941 sl o
(0] OH 5,42 1995) ?
HaC 0
Isobutirico >—/< C4H30: 88,11 4.84%*%% 094  79-31-2  (SANGSTER,
HaC OH 1989)
Ho 0 (HANSCH;
i on-& LEO;
Latico OH-C C3He0s 90,08 432 072 50215 pomat
HC  OH 1995)
0 (HANSCH;
Levulinico HacMOH CsHsOs 116,07 432 049 123762 o0
o 1995)
O HO HANSCH;
Fumarico HO—C C=0 C4H404 116,07 0,46  110-17-8  poprvaN
CH=CH 4,38 1995)
Vs 1,92
Maleico HO—C =0 CaHs04 116,07 ’ 048 110-167 (SANGSTER,
\ ) 6.23 1989)
CH=CH 5
0 (HANSCH;
[ 3,40 LEO:
Milico no~ S e a2 C4HeOs 134,09 126 6915-15-7 o
B L 511 s
OH OH 1995)
Malénico C3H404 104,06 20,81 141-82-2 ;
HO OH 5,70 HOI]E;(;\gI)AN,
[e] OH
Piriivico H C3H403 88,06 2,39 - 127-17-3 -
H,C o)
HC SANGSTER
Propidnico jFo C3He02 74,08 487 033 79-09-4 1989)
HO
2 421 (HANSCH;
Lo o ’ LEO;
Succinico Ho~ \CH; 2.7 C4H6O4 118,09 -0,59 110-15-6 HOEKNI’AN
OH 5,64 1995)

*a25°C; ** a 18 °C; *** 3 20 °C. Fonte: Autora.
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Através desta tabela pode-se observar que os acidos organicos utilizados neste trabalho
apresentam no maximo 6 carbonos, sendo que a menor substancia ¢ o acido acético, massa
molecular 60 g mol!, e a maior massa molecular é do 4cido glucdnico, de 196 g mol™'. As
estruturas encontradas nesta tabela estdo representadas na forma plana, devido a isso nao ¢
possivel diferenciar os 4dcidos fumadrico e maleico pois eles apresentam a mesma representacao,
por serem isOmeros.

Foi consultado o Handbook of Chemistry and Physics, edicao 91 (HAYNES, 2010-
2011), para preencher os valores pKa,. Através da Tabela 2, nota-se que os valores de pK, variam
de 1,92, para a primeira dissociagdo do acido maleico a 9,90 para a ionizagdo do grupo amino
presente no acido aspartico.

O log P ¢ o logaritmo decimal do coeficiente de particdo octanol/dgua (P), este
coeficiente informa a tendéncia de uma substancia se distribuir entre as fases formadas por 1-
octanol e dgua. Se log P for menor do que zero, entdo P ¢ menor do que 1 ¢ a tendéncia da
substancia ¢ de se dissolver na fase aquosa, sendo assim uma substancia hidrofilica. No
Handbook of Chemistry and Physics nao estdo listados valores de log P para a maioria dos
acidos organicos, por isso foi necessario encontrar estes dados em outros trabalhos cientificos,
na Tabela 2 constam as referéncias utilizadas para esta finalidade. Em relagdo aos dados de log
P dos acidos organicos listados, pode-se notar que a maioria apresenta valores negativos,
indicando que sdo compostos hidrofilicos. Sendo assim, os analitos utilizados neste trabalho

apresentam caracteristicas de compostos polares.

2.2 METODOS PARA DETERMINACAO DE ACIDOS ORGANICOS ALIFATICOS

Viarios métodos envolvendo diferentes técnicas analiticas e modos de separacdo foram
desenvolvidos para identificar e quantificar os acidos organicos individualmente em diferentes
matrizes utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia, cromatografia gasosa e eletroforese
capilar. Na Tabela 3 estdo listados alguns métodos relevantes encontrados na literatura,
incluindo equipamento, coluna cromatografica, nimero de analitos quantificados, limites de

detecgdo, recuperacdo e as respectivas referéncias.
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Tabela 3. Metodologias para determinagdo de acidos organicos alifaticos em alimentos de acordo com a literatura

Acidos Limites de
Tipo de amostra / Recuperacio
Equipamento  Separacio organicos deteccio Referéncia
Preparo (%)
alifaticos (mg L)
Frutas e (FLORES;
RP-LC 0,01 a 15,16 ,
HPLC-MS 11 vegetais/cartuchos 73-119 HELLIN;
Coluna C18 mg/ 100 g*
de SPE e diluig¢do FENOLL, 2012)
HPLC- Modo Urina / diluigdo e (HUANG et al.,
5 0,5-2 89,1 —104,3
MS/MS HILIC filtragao 2012)
HPLC- RP-LC (RODRIGUES
7 Café verde/ SPE 0,4-30 24 -122
UV/Vis Coluna C18 et al., 2007)
Cerveja/ diluigdo e (RODRIGUES
CE-UV/Vis 6 - -
filtragdo etal., 2010)
(BARROS;
RP-LC Cogumelos/ PEREIRA;
UFLC-PDA 8 0,08 — 36 91-99
Coluna C18 extragdo e filtragdo FERREIRA,
2013)
RP-LC Frutas e sucos/ (SCHERER et
HPLC-DAD 4 0,01 -0,8 95100
Coluna C18 diluigdo e filtragdo al., 2012)
(SOYER;
Coluna de Uva e suco de uva/
HPLC- KOCA;
exclusdo 3 Filtragdo e 15-30 86,2 —104,9
UV/Vis o o KARADENIZ,
ionica precipitacao
2003)
Biomassa/
Coluna de (SCARLATA;
HPLC-RID o 2 digestdo, separagdo 500 — 1000 105-114
troca i0nica HYMAN, 2010)
so6lido-liquido
Vinho!/ dilui¢do e (CASTINEIRA
CE-UV/Vis 5 0,015-0,054 98 — 107
filtragdo etal., 2002)
RP-LC Diversas bebidas/ (PEREZ-RUIZ
HPLC-CL 5 o 50 fmol** 98,8 —-101,6
Coluna C18 filtragdo e dilui¢ao et al., 2004)
HPLC-ED Coluna de (KOTANI et al.,
6 Vinho/ dilui¢ao 6 —21 ng*** 92 -101
troca idnica 2004)
GC-FID Coluna DB 85-99,3 (JHAM et al.,
8 Café/ derivatizagdo -
2002)
HPLC- Coluna troca . Café/ extragdo com 97 100 (JHAM et al.,
UV/Vis idnica agua 2002)
Vinho e vinagre/
Coluna (GIUMANINI
GC-MS 5 derivatizagao e - 86,2 - 99,8
MDN-5S et al., 2001)

extracao

*Os resultados foram expressos em g por 100 g do peso seco.; **Os limites foram expressos em fmol

por 20 pL de volume de injecdo; ***QOs limites foram expressos em massa porque as areas dos picos de

cada acido foram linearmente relacionadas com a quantidade em massa de 4cido injetado. Fonte: Autora
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De acordo com a Tabela 3, foram utilizados para analise de acidos organicos mas a
maioria dos métodos utiliza HPLC com sistemas de deteccdo diversos como por exemplo MS,
UV e DAD. Entre todos esses métodos, os que sao baseados em GC e LC acoplados a detectores
de massas sdo considerados os métodos mais sensiveis e seletivos para analise de acidos
organicos. No entanto, os métodos por GC sdo mais tediosos, pois alguns dos acidos organicos
ndo ¢ volatil e ¢ necessaria uma etapa de derivatizagdo (GIUMANINI et al., 2001). Em virtude
disso, métodos por LC-MS sao mais indicados para determinagdo de diversos acidos organicos
em uma mesma corrida cromatografica. Em relacdo aos modos de separacdo, fase reversa e
troca idnica sdo as técnicas mais difundidas, sendo que poucos trabalhos na literatura reportam
utilizagdo de outros modos de separagdo. No entanto, ¢ de grande interesse cientifico que

alternativas a estas formas convencionais de separar analitos sejam exploradas.

2.3 MODOS DE SEPARACAO EM CROMATOGRAFIA LIQUIDA

Existem diversas abordagens para cromatografia liquida, dois tipos com grande
notoriedade sdo a cromatografia liquida de fase normal (NP-LC) e a cromatografia liquida de
fase reversa (RP-LC). Na NP-LC, a fase estacionaria ¢ mais polar do que a fase movel, e a
retencdo aumenta a medida que a polaridade da fase movel diminui, fazendo com que os
analitos polares fiquem mais fortemente retidos do que os nao-polares. Na RP-LC ocorre a
situagcdo oposta, a fase estaciondria ¢ menos polar do que a fase mdvel, e a retengdo aumenta
quando a polaridade da fase movel aumenta, e desta forma os analitos ndo-polares ficam mais
retidos do que os polares. Atualmente, a RP-LC é o modo de separa¢do mais utilizado devido
a versatilidade das colunas C8 e C18 (BUSZEWSKI; NOGA, 2012).

A cromatografia liquida de interacdao hidrofilica (HILIC) ¢ um modo alternativo de
cromatografia liquida de alta eficiéncia para separar eficientemente pequenos compostos
polares em fases estacionarias polares (BUSZEWSKI; NOGA, 2012). O acronimo HILIC foi
primeiramente sugerido por Alpert em 1990 como uma técnica de separagdo de moléculas
polares como peptideos, carboidratos e 4cidos nucleicos empregando uma fase estacionaria
pouco polar com uma fase movel composta por uma mistura de solventes organicos e dgua
(ALPERT, 1990).

Por razdes historicas, acredita-se que a HILIC ¢ uma variante da NP-LC devido ao fato
de ambas empregarem fases estacionarias polares como silica, amino ou ciano (OYLER et al.,

1996); (GARBIS et al., 2001); (OLSEN, 2001); (LI; HUANG, 2004); (GUO; GAIKI, 2005),
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no entanto, a fase moével utilizada é similar aquelas empregadas em RP-LC (HEMSTROM;

IRGUM, 2006); (LI; HUANG, 2004); (GUO; GAIKI, 2005).

Figura 2. HILIC combina as caracteristicas das trés maiores abordagens em cromatografia liquida.

Fonte: Adaptado de Buszewski e Noga (2012).

A Figura 2 mostra como a HILIC complementa outras areas de cromatografia e amplia
a gama de opcdes de separacdo. Esta técnica apresenta o0 mesmo adsorvente utilizado em fase
normal, isto &, fases estaciondrias polares. Utiliza os mesmos eluentes daqueles presentes na
fase reversa, como acetonitrila, metanol, d4gua ultrapura e solu¢des tampao, e a HILIC também
permite a analise de substancias carregadas assim como na cromatografia ionica. Desta forma,
a HILIC apresenta muitas vantagens em relacdo a NP-LC e RP-LC convencionais, pois ¢
adequado para analisar compostos em sistemas complexos que sempre eluem perto do tempo
morto da coluna de fase reversa. As amostras polares mostram sempre boa solubilidade na fase
moével aquosa usada em HILIC, que supera os inconvenientes da fraca solubilidade
frequentemente encontrada em NP-LC. Podem ser convenientemente acoplados a
espectrometria de massa (MS), especialmente no modo de ionizacdo por electrospray (ESI).
Em contraste com RP-LC, a elui¢ao por gradiente em HILIC comega com um solvente organico
de baixa polaridade e elui os analitos polares aumentando a fase movel aquosa.

A cromatografia liquida por interacdo hidrofilica estabeleceu-se como o modo de
separacao de escolha para produtos altamente hidrofilicos e anfifilicos nao carregados que sao
muito polares para serem bem retidos em RP-LC, mas tém carga insuficiente para permitir
retencdo eletrostatica efetiva em cromatografia de troca idnica. A separacdo HILIC atualmente
estd atraindo muito interesse, ja& que resolve muitos problemas de separagdo anteriormente
dificeis, como separacao de pequenos acidos organicos, medicamentos basicos e muitos outras

substancias neutras e carregadas (BUSZEWSKI; NOGA, 2012).
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2.3.1 Fases estacionarias para HILIC

Qualquer superficie cromatografica polar pode ser usada para separacdo em HILIC.
Uma fase estacionaria HILIC tipica consiste em silica pura cléssica ou silica gel modificada
com muitos grupos funcionais. Fases estacionarias baseadas em polimeros também podem ser
utilizadas (BUSZEWSKI e NOGA, 2012).

A primeira geragdo do modo de separagdo HILIC comegou em 1975, com a separagdo
de carboidratos por uma fase estaciondria de amino-silica, Bondapak (Waters, Milford, MA,
USA) e acetonitrila e agua (75:25 v/v) foram utilizadas como fase movel (LINDEN;
LAWHEAD, 1975). A proxima geragao de fase estacionaria para HILIC foi aplicacdo de diol
e amida-silica. A coluna de diol-silica tem sido mais usada para separacdo de proteinas
(REGNIER; NOEL, 1976); (RUBINSTEIN, 1979).

Nos ultimos 15 anos, a HILIC progrediu para implementacdes de segunda e terceira
geracdo, a maioria envolvendo fases solidas de interagdo mista ou de multiplas interagdes, as
colunas HILIC mais tradicionais e as mais sofisticadas. Novos materiais de separagdo para
HILIC foram surgindo e atrairam atencdo (STREGE; STEVENSON; LAWRENCE, 2000);
(STREGE, 1998); (IWASAKI et al., 2006); (OERTEL; NEUMEISTERB; KIRCH, 2004);
(HORIE et al., 2007). Desta forma, ¢ possivel obter mais variagdes estruturais das fases
estaciondrias do tipo HILIC do que as encontradas em sistemas de fase reversa. As fases HILIC
podem ser agrupadas em superficies polares neutras ou superficies i0nicas. A Tabela 4 mostra
algumas das diferentes estruturas das fases estaciondrias encontradas na literatura que sdo

aplicaveis a separa¢ao no modo HILIC.
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Tabela 4. Diferentes fases estacionarias utilizadas em HILIC.

Fase sélida Estrutura da fase solida Aplicacdo Referéncias
Féarmacos e .
(HEMSTROM,;
compostos
OH yovane OH | bisi IRGUM, 2006);
: olares basicos
il d d Ho 0B on P (STREGE;
ilica nio derivatizada ~si ” E como
- i o STEVENSON;
w ) acetilcolina,
Zsi—oH LAWRENCE,
fluconazol,
) ) 2000)
aciclovir.
on A ] (TANAKA; ZHOU;
gucares, ureia,
Fases ligadas por diol MASAYOSHI,
gadasp O\/\/O\)\/OH glicina.
2003)
Proteinas e (OYLER et al.,
peptideos, 1996);
Fases ligadas por amino o NH;
TN compostos (RUBINSTEIN,
acidos. 1979)
NHy O Peptideos, (YOSHIDA, 1998);
R
Fases ligadas por amida N farmacos, RISLEY;
'8 P ! o_’/xy /Tn{\ t“ o (
aminoacidos. STREGE, 2000)
o (RONG; LIM;
Todeto, tiocianato
Polietilenoglicol/ silica (HS TAKEUCHI,

PEG)

Fases ligadas por
sulfoalquilbetaina
zwitteridonica

(ZIC-HILIC)

em agua do mar

e sal comestivel

Acgucares,
glicerol,
carbonato de
glicerol, ureia,

glicoproteina

2005); (RONG;
TAKEUCHI, 2004)
(NUNEZ,
NAKANISHI;
TANAKA, 2008);
(FOURDINIER et
al., 2010)

Fonte: Adaptado de Buszewski e Noga (2012).

Silica gel ndo modificada apresenta algumas vantagens para HILIC, em comparagdo a
fases estacionarias ligadas quimicamente. Em altos valores de pH, os grupos silanois sao
ionizados e trocas catidnicas apresentam importante papel na retengdo, especialmente para
compostos basicos carregados positivamente (BUSZEWSKI; NOGA, 2012). Diol, amino,
amida e outras fases ligadas usadas em HILIC sdo geralmente preparadas modificando
quimicamente a superficie de silica gel, como as fases C18 usadas para RP-LC (OYLER et al.,
1996); (YOSHIDA; OKADA, 1999). As fases DIOL quimicamente ligadas demonstram alta
polaridade e propriedades de ligacao de hidrogénio, e ndo contém grupos ionizaveis que nao

sejam silanois residuais ndo reagidos significando que eles sdo apropriados para o modo HILIC

(WANG; LI; RASMUSSEN, 2005).
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Colunas de amino-silica também sdo usadas no modo HILIC usualmente. Em geral, os
analitos basicos ficam fortemente retidos em silica gel por ligacdo de hidrogénio e interagdes
de troca i6nica com grupos silanol, enquanto os compostos dcidos mostram maior afinidade
com as colunas de amino-silica. (OYLER et al.,, 1996). Fases estacionarias ligadas
quimicamente com outras funcionalidades, como polietilenoglicol ou grupos alquilas com
amida incorporada ou carbamatos, sdo geralmente propostos em aplicagdes de RP-LC com
fases moveis ricas em agua. Por outro lado, quando a porcentagem de solvente organico ¢ alta,
a retencdo de muitos compostos aumenta quando a concentracdo de acetonitrila aumenta,
mostrando um comportamento tipico de NP-LC (ALPERT, 1990); ( FU et al., 2010);
(KARLSSON; WINGE; SANDBERG, 2005).

Fases estacionarias de sulfoalquilbetaina zwiterionica também foram introduzidas para
separagdes HILIC. A camada ativa, que ¢ inserida em silica gel de poros largos ou em suporte
de polimero, contém grupos fortemente acidos de acido sulfonico e grupos fortemente basicos
de amdnio quaternario, separados por um pequeno espaco de cadeia alquila. Neste tipo de fase
assume-se que ocorrem interagdes do tipo troca idnica. As fases ligadas por sulfoalquilbetaina
adsorvem fortemente a 4gua por ligacdes de hidrogénio, e a camada de 4dgua, que faz parte da
fase estacionaria, controla amplamente o mecanismo de retengdo. Colunas zwiterionicas estao
comercialmente disponiveis sob o nome comercial de ZIC-HILIC (em suporte de silica gel) ou

ZIC-pHilic (em suporte de polimero) (GUO; GAIKI, 2005 ).

2.3.2 Escolha da fase movel em HILIC

Uma fase movel tipica para cromatografia HILIC inclui solventes organicos polares
misciveis em agua, tais como acetonitrila com uma pequena quantidade de dgua (ALPERT,
1990). No entanto, qualquer solvente aprotico que seja miscivel em agua (como exemplo,
tetrahidrofurano, dioxano) podem ser usados. Alcoois também podem ser adotados, embora
seja necessaria uma concentragdo maior para atingir o mesmo grau de reteng¢do do analito em
comparagio a uma combinacio dgua-solvente aprotico (HEMSTROM; IRGUM, 2006).

As separagdes em HILIC podem ser conduzidas tanto em modo isocratico, com altas
porcentagens de solvente orgdnico como em modo gradiente, comecando com uma alta
porcentagem de solvente organico e terminando com alta propor¢cdo de solvente aquoso
(ALPERT, 1990).

Acredita-se que em HILIC, a fase mével forma uma rica camada de agua na superficie

da fase estacionaria polar e por outro lado, fase mével deficiente em agua, criando um sistema
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de extragdo liquido-liquido. O analito ¢ distribuido entre estas duas camadas (ALPERT, 1990);
(NAIDONG, 2003).

Na fase movel utilizada em HILIC, o uso de aditivos i6nicos, como acetato de amonio
e formiato de amonio sdo utilizados com frequéncia para controlar o pH e a forga i6nica da fase
movel. Eles podem contribuir com a polaridade do analito, resultando em mudangas de
reten¢do. Para analitos ionizaveis, o pH deve ser ajustado para garantir que o analito estara em

uma unica forma ionica (BUSZEWSKI; NOGA, 2012).

2.3.3 Mecanismo de separacio no modo HILIC

De forma geral, mecanismo de retengdo em cromatografia liquida ¢ discutido em muitos
artigos e até hoje, pesquisadores discordam sobre qual melhor teoria explica como funciona a
reten¢do dos analitos. No entanto, existem trés modelos aceitos para mecanismo de separagao,
sdo eles: 1°) o analito particiona entre a fase mével e a fase estacionaria (DILL, 1987); (YING;
DORSEY; DILL, 1989); 2°) adsorc¢ao do analito na superficie do adsorvente (WANG; DUDA;
RADKE, 1978); (RIEDO; KOVATS, 1982); 3°) assume que ocorre uma adsor¢io preferencial
do modificador de fase organica na superficie do adsorvente, seguido da parti¢cao do analito na
camada adsorvida (KNOX; PRYDE, 1975). O fenomeno da retencdo em HPLC depende
simultaneamente em varios tipos de interagao intermolecular entre o soluto e a fase estacionaria,
o soluto e a fase movel e a fase estaciondria e a fase movel (BUSZEWSKI; NOGA, 2012).

Em HILIC, o mecanismo de separagdao ainda nao foi completamente elucidado, no
entanto, a teoria atual propde que a retengdo ocorre por particionamento. Neste modo, o
mecanismo de separacdo ¢ baseado na distribuicdo diferencial das moléculas do analito entre a
fase movel rica em acetonitrila e uma camada enriquecida com 4gua adsorvida na fase
estacionaria hidrofilica (BUSZEWSKI; NOGA, 2012). Quanto mais hidrofilico o analito, mais
o equilibrio de particdo ¢ deslocado para a camada de agua imobilizada na fase estacionaria, e
assim, mais o analito ¢ retido. Em outras palavras, a separagdo em HILIC ocorre baseada nas
polaridades dos compostos e no grau de solvatacdo das moléculas do analito e da fase
estacionaria (BUSZEWSKI; NOGA, 2012). Quando a concentracdo de acetonitrila (ou outro
solvente organico) aumenta, a interacdo da agua com a superficie fase estaciondria polar
também aumenta. Neste caso, a acetonitrila ndo consegue interagir com os silanois residuais da
fase estaciondria e eles ficam livres e disponiveis para a dgua ser adsorvida neles, como esta
demonstrado na Figura 3 (DAWIDOWICZ; FIJALKOWSKA, 1995); (BUSZEWSKI et al.,
2003).
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Figura 3. Representacdo do mecanismo de separacdo em HILIC.

\{_\CN/ H,0

Fonte: Adaptado de Buszewski e Noga (2012).

Embora esteja bem estabelecido que a superficie hidrofilica retenha a dgua quando
exposta a mistura de solventes organicos com 4gua, a teoria do particionamento em HILIC ¢
baseada apenas em evidéncia circunstancial. HILIC ¢ mais do que apenas particionamento, o
mecanismo de retencdo inclui interagdes de doacdo de hidrogénio entre espécies polares
neutras, bem como mecanismos eletrostaticos fracos sob condicdes de altas concentragdes de
solvente orgéanico. Isso indica que o mecanismo HILIC ¢ diferente daquele obtido em
cromatografia de troca ionica. Existem estudos que mostram que o mecanismo de separacao
ocorre de diversos modos (HEMSTROM; IRGUM, 2006). Alpert (ALPERT, 1990) considerou
interacdes dipolo-dipolo e ligagdes de hidrogénio como possiveis contribuintes para a particao
dos analitos na camada de fase estaciondria. Ele observou que os grupos basicos em um soluto
levam a uma hidrofilicidade e retengdo pronunciadas, de modo que essas interagdes fazem
contribuigdes importantes para 0 mecanismo de separagao.

Espera-se que as interagdes de analitos basicos e dcidos com a fase estacionaria sejam
baseadas em interagdes hidrofilicas e forcas eletrostaticas. No entanto, o mecanismo final de
separacdo do processo de elui¢do ¢ provavelmente uma superposi¢do de particionamento e
interagdes eletrostaticas ou ligagdo de hidrogénio a fase estaciondria (ALPERT, 1990);
(HEMSTROM; IRGUM, 2006). O grau de dominancia de cada mecanismo depende do tipo
real de fase estacionaria utilizada e das condigdes do tampao, incluindo o nivel e o tipo de

solvente organico, o tipo e a concentracdo de sal e o pH (FU et al., 2010).
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Uma boa técnica de separacdo deve ser aliada a um sistema de deteccao eficiente, com
isto sera abordado como funciona um sistema de detec¢do baseado em espectrometria de

massas.

2.4  SISTEMA DE DETECCAO POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A espectrometria de massas ¢ uma técnica usada para o estudo das massas de atomos,
moléculas ou fragmento de moléculas. Um espectro de massa fornece o niimero de ions
detectados em cada valor da razio massa-carga, m/z. Os trés componentes essenciais de
qualquer espectrometro de massa s3o: uma fonte de ionizagdo, um analisador de massa e um
detector (LANCAS, 2009).

Para obter um espectro de massa, as moléculas devem estar no estado gasoso para serem
entdo ionizadas, os ions formados sdo acelerados por um campo elétrico e direcionados para o
tubo analisador, onde sofrem a a¢do de um campo magnéticos perpendicular a direcdo de
propagacdo. O tubo ¢ mantido sob alto vacuo, de modo a evitar que os ions sejam defletidos
por colisdes com moléculas do gés residual. O campo magnético no analisador de massas,
deflete os ions na direcdo do detector, que se encontra na extremidade do tubo. Os ions mais
pesados ndo sofrem deflexdo e os mais leves sdo significativamente defletidos, ambos nao
atingem o detector (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997).

Em um detector por multiplicagdo de elétrons, cada ion que alcanca o detector
originando uma cascata de elétrons. No multiplicador de elétrons, uma série de dinodos
multiplica o nimero de elétrons por ~10° a 10® antes que alcancem o anodo no qual a corrente
¢ medida. O espectro de massa registra a corrente proveniente do detector em fun¢do do valor
da razao m/z selecionada pelo campo magnético. A maioria dos detectores mostra um sinal
proporcional a velocidade com que os ions chegam ao detector. Os espectrometros de massa
podem detectar ions negativos por meio da troca das polaridades dos potenciais elétricos em
que os ions sdo formados e detectados (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997).

A espectrometria de massa ¢ amplamente utilizada como sistema de deteccdo em
cromatografia, pois a jun¢do das duas técnicas permite obtencao de informagdes qualitativas e
quantitativas sobre uma determinada amostra. Além disso, possibilita uma alta seletividade a
analise. A espectrometria de massa exige utilizacdo de alto vacuo para evitar colisdes
moleculares durante a separagdo dos ions e a cromatografia liquida, por sua vez, ¢ uma técnica
de alta pressdo. O problema ao se acoplar as duas técnicas ¢ a remog¢ao de enorme quantidade

de matéria presente entre o cromatografo e o espectrometro. Na cromatografia liquida este
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problema ¢ ainda maior, pois o liquido proveniente da coluna forma um enorme volume de gas
ao evaporar. Quase todo esse gas tem que ser removido antes de entrar da separagdo dos ions e
aditivos ndo volateis na fase mdovel devem ser altamente evitados. A ionizagao por electrospray
e a ionizacao quimica a pressao atmosférica sao os métodos mais utilizados como sistemas de
ionizagdo para introdugdo da amostra no espectrometro de massa. O quadrupolo ¢ o analisador
de massas mais popular no momento, devido a sua boa linearidade em anélises quantitativas.
Outros analisadores de massa comumente utilizados sdo o ion trap, o tempo de voo (TOF) e o
orbitrap (HARRIS, 2017). Tendo em vista que o trabalho foi desenvolvido em um
espectrometro de massa equipado com fonte de ionizagdo por electrospray e analisador de

massa do tipo triplo quadrupolo, esses dois itens serdo discutidos em mais detalhes.

2.4.1.1 Ionizagdo pelo processo electrospray

O processo de ionizagdo por electrospray permite a obtencdo de ions na pressdao
atmosférica. Para melhor entendimento do funcionamento de uma fonte de ionizagao pelo
processo electrospray, pode-se verificar a Figura 4.

Figura 4. Processo de formag&o do electrospray conduzidos para o espectrometro de massa pelo campo
elétrico aplicado

Reducao

Oxidacao

IEIétrons
L

|* | Elétrons

Fonte de alta
tensdo

Fonte: Adaptado de Langas (2009).

Como demonstrado na Figura 4, o anteparo a esquerda de cor cinza ¢ um tubo capilar,
no qual a amostra contendo os ions provenientes da amostra que saiu da coluna cromatografica
sofre oxidacdo. Portanto, a amostra dissolvida em um solvente apolar ¢ pressurizada em tubo

capilar feito de aco inox, através de uma fonte de alta tensdo ¢ aplicado uma voltagem entre
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3000 e 5000 V. Como resultado, o liquido sai do capilar na forma de um aerossol. As goticulas
formadas perdem o solvente e os ions sdo introduzidos ao espectrometro de massa pelos efeitos
da atragdo eletrostatica e pelo vacuo. Em uma montagem tipica de um sistema electrospray
utiliza-se um gés em contracorrente, usualmente N, utilizado para diminuir os aglomerados de
ions indesejaveis que se formam e para facilitar a eliminac¢ao do solvente. O electrospray pode
ser operado no modo positivo ou negativo, dependendo do sinal da tensdo aplicada. No modo
positivo, as goticulas que saem terdo carga positiva e o eletrodo recebera os elétrons, ocorrendo
um processo de oxidagdo. De forma analoga, no modo negativo o oposto ocorrerd (LANCAS,
2009).

Os dois mecanismos mais aceitos para explicar o fendmeno do processo electrospray
foram propostos pelo pesquisador Dole, em 1968, chamado de mecanismo do residuo de carga
ou da fissdo e o outro pelos pesquisadores Iribarne ¢ Tomson, em 1976, chamado de mecanismo
da evaporacao do ion (LANCAS, 2009). De acordo com Dole, a medida em que as goticulas
evaporam, sua carga permanece inalterada, como a tensao superficial das goticulas é incapaz
de se opor as forcas repulsivas resultantes da carga imposta, estas “explodem” em inlimeras
goticulas menores, denominada “explosdo” coulombica. Este processo continua até que apenas
um ion do analito permaneca; apos a evaporagao da ultima goticula do solvente, forma-se um
ion em fase gasosa (LANCAS, 2009).

De acordo com Iribarne e Tomson, eles concordaram com Dole pequenas goticulas sdo
formadas na explosdao couldombica, porém eles propdem que a partir da formagao das goticulas,
a for¢a do campo elétrico na superficie destas ¢ suficientemente elevada para remové-las da
superficie, transferindo diretamente para a fase gasosa energeticamente mais favoravel para
ions solvatados. Mais recentemente, M. Cole propds que os dois mecanismos podem operar

simultaneamente. (LANCAS, 2009).

2.4.1.2 Analisadores de massa triplo Quadrupolo

Este tipo de analisador de massa ¢ muito utilizado para monitoramento seletivo de
reagdes e ¢ extremamente seletivo para o analito de interesse. Os analisadores de triplo
quadrupolo sdo também conhecidos como espectrometro MS/MS e sdo aqueles que apresentam
trés quadrupolos em sequéncia Q1, Q2 e Q3. Uma mistura de ions entra no quadrupolo Q1, que
libera apenas um ion precursor selecionado para o segundo estagio, Q2, que ¢ chamado de
célula de colisdo, o ion precursor colide com moléculas de N> em uma pressio de 10% a 10

bar e se fragmenta formando os ions produto. Na figura 5 esta esquematizado o funcionamento
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de um analisador de massa do tipo triploquadrupolo MS/MS (SNYDER; KIRKLAND;
GLAIJCH, 1997).

Figura 5. Esquema de um analisador de massas do tipo triploquadrupolo MS/MS.

Entrada do gés
causador de colises
(N, ou Ar)

. . Vo
Separador de massas Vistaem corte da célula| |  Separador de massas Detector

quadrupolar. fon precursor de colisdo \’cns' :odutn quadrupolar
Mistura de ions Qi (ion pai) Q2 P a3

{ions filhos)
provenientes da coluna
cromatografica

Fonte: Adaptado de Harris (2017).

De acordo com a Figura 5, a mistura de ions proveniente da fonte de ionizacdo atravessa
o separador de massas quadrupolar Q1, no qual os ions precursores, de acordo com as razdes
m/z selecionadas no método, sdo separados. Apoés isto, estes ions sofrem fragmentagdes através
da entrada de gases causadores de colisdes na célula de colisdo Q2. Por fim, estes ions
fragmentados (ions produto) passam por outro separador de massas quadrupolar Q3, no qual
mais um vez os ions sdo selecionados de acordo com as razdes m/z selecionadas no método e
novamente sdo separados. Portanto, o quadrupolo Q3 permite que somente determinados ions
produto passem para o detector.

O bom desempenho de qualquer técnica depende crucialmente de dois fatores: a
qualidade das medidas instrumentais e a confiabilidade estatistica dos calculos envolvidos em
sua verificagdo. Uma forma de assegurar a qualidade, aplicabilidade e o alcance de um método
¢ por meio da utilizagdo de pardmetros numa etapa conhecida como validagdo de métodos

(RIBEIRO et al., 2008).

3 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS E PARAMETROS ANALITICOS

A validagdo deve garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda as
exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados (ANVISA,
2017). No Brasil, sdo dois 6rgaos que regulamentam as diretrizes da validagdo: a Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) e o Instituto Nacional de Metrologia,
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Normalizagdo e Qualidade Instrumental (INMETRO). Sendo que a ANVISA ¢ aplicavel a
métodos analiticos empregados em insumos farmacéuticos, medicamentos e produtos
biologicos em todas suas fases de produgcdo e o INMETRO ¢ aplicavel a todas as demais
situagdes em que € necessario proceder com uma validacao de método. O processo de validagao
¢ demorado e exigente e deve ser feito da forma mais criteriosa possivel, pois ¢ a etapa mais
importante do desenvolvimento de métodos analiticos.

A validagdo ¢ composta de parametros analiticos, que sao indicadores quantitativos de
bom desempenho do método e sdo eles: seletividade; linearidade e faixa de aplicagao; precisao;
exatiddo; limite de deteccao; limite de quantificago e robustez. De acordo com a recomendagao
do INMETRO, os parametros que devem ser claramente descritos no procedimento e relatdrio

de validacao estao demonstrados no Quadro 1.

Quadro 1. Pardmetros de validacdo conforme o tipo de ensaio.
Tipo de ensaio

Parametros
Qualitativo Quantitativo

Seletividade v v
Linearidade / faixa de trabalho v
Limite de deteccao v v
Limite de quantificacio v
Exatidao v
Precisiao v

Robustez *) *)

(*) parametro opcional, Fonte: INMETRO (2018).

3.1 SELETIVIDADE

A seletividade de um método instrumental de separacao ¢ a capacidade de assegurar, de
forma inequivoca, as substancias de interesse a serem analisadas na presenca de componentes
que podem interferir na sua quantificagdo em uma amostra complexa. A seletividade pode ser
obtida de diversas maneiras, a primeira forma ¢ comparar uma matriz isenta da substancia de
interesse € a matriz adiciona da substancia (padrdao), sendo que neste caso nenhum outro
interferente deve eluir no mesmo tempo de retencdo da substancia de interesse e esta deve estar
bem separada dos demais componentes da amostra. Uma segunda maneira, ¢ a utilizacdo de

detectores modernos (como arranjos de diodos e detectores de massas), que comparam o
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espectro do sinal obtido com o de um padrao, isto confere grande confianca ao resultado obtido.
Quando nao ¢ possivel obter uma matriz isenta do analito de interesse, ¢ possivel utilizar o
método de adi¢ao de padrao, no qual ¢ feita uma curva de calibragao com adi¢do da substancia
de interesse e outra curva sem a presen¢a da matriz, comparam-se as duas curvas, caso elas
sejam paralelas, pode-se dizer que ndo hé interferéncia da matriz na determinacdo da substancia
de interesse, portanto o método ¢ seletivo. Como uma ultima alternativa ao estudo de
seletividade, pode se utilizar outra técnica cromatografica ou ainda utilizar uma técnica propria
de identificagdo como espectrometria de massas, ressonancia magnética nuclear, espectrometria

no infravermelho ou bioensaios especificos (RIBANI et al., 2004).

3.2  LINEARIDADE

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados analiticos
proporcionais a concentragdo da substancia em estudo, dentro de uma determinada faixa de
aplicagdo. A relagdo entre a area do sinal da substincia e sua concentracdo ¢ determinada
empiricamente e através destes dados, ¢ construida a curva de calibragdo (Figura 6 a).
Matematicamente, a estimativa dos coeficientes da equagao da reta, obtidos experimentalmente,
pode ser efetuado utilizando método matematico regressao linear. Além dos coeficientes a e b
daregressao, pode ser calculado o coeficiente de correlagdo r. Este parametro indica a qualidade
da curva, quanto mais proximo de 1 o coeficiente de correlagdo estd, menor a dispersdo do
conjunto de pontos experimentais e mais confidveis sdo os valores dos coeficientes (RIBANI

et al., 2004).



44

Figura 6. a) curva de calibracao classica b) grafico da razdo area/concentracdo vs. Concentra¢do em escala
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Fonte: Adaptado de Ribani et al. (2004).

A Figura 6 (a) ¢ uma curva de calibracdo cléssica, isto €, com as respostas no eixo y e
as concentragdes no eixo X, sendo assim, uma relag@o linear simples descrita pela equacdo y =
ax + b. Esta curva de calibracdo ¢ valida em determinada faixa de concentracdo da espécie
estudada, onde € possivel obter uma relagdo linear. Esta faixa de concentracao, na qual se pode
construir a curva de calibracdo, ¢ chamada de faixa linear dindmica. A Figura 6 (b) demonstra
uma forma de verificar se os pontos de uma curva analitica estdo inseridos na faixa linear.
Através darazao dos dados do sinal pelas suas respectivas concentragdes, obtém-se as respostas
relativas, com estes dados ¢ construido um grafico com as respostas relativas no eixo y e as
concentragdes correspondentes em escala logaritmica no eixo x. A linha obtida deve ser
horizontal sobre toda a faixa linear, entdo sdo desenhadas outras duas linhas horizontais
paralelas no grafico, para 95 e 105 % da média ou mediana dos resultados de respostas relativas.
O método ¢ considerado linear até o ponto onde a resposta relativa intercepta a linha de 95 e

105% da linha da faixa linear (RIBANI et al., 2004).
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3.2.1 Padronizacio externa

O método de padronizagdo externa compara a area da substancia na amostra com as
areas obtidas com solugdes padroes de diferentes concentragdes preparadas a partir de um
padrao analitico com pureza conhecida. Com isto, obtém-se a curva de calibragdo, a sua
equacdo de reta correspondente e relacionam-se as areas dos analitos de interesse para

determinar a concentracao do analito nas amostras (RIBANI et al., 2004).

3.2.2 Padronizacio interna

O método de padronizagao interna consiste na adi¢gdo de um composto chamado padrao
interno as solucdes padrao de concentracdes conhecidas da substancia de interesse. As
exigéncias para a substancia usada como padrao interno sdo: deve ser similar a substancia a ser
quantificada; ficar separada de todas as demais substincias presentes na amostra; nio reagir
com outras substancias presentes ou outro componente da matriz e ndo deve fazer parte da
amostra.

O grafico da curva analitica apresenta a razdo da 4rea do analito de interesse pela area

Areagnaiito

do padrio interno (=

) no eixo y e as concentracdes no eixo x. O método de
Areapadrio interno

padronizagdo interna € muito Util pois no caso de oscilagdo instrumental (devido a mudanca de
temperatura da coluna por exemplo), a area do padrao interno alterar juntamente com a area do

analito e isto ira corrigir algum possivel erro (RIBANI et al., 2004).

3.2.3 Simulac¢ao de matriz

O método da simulacao de matriz (“matrix-matched”) consiste na adicao de padrdao em
diferentes concentragOes em uma matriz similar a da amostra, isenta da substancia de interesse,
e constrdi-se o grafico de calibracdo relacionando as areas obtidas com as concentragdes dos
padrdes. O método de superposi¢ao de matriz pode ser utilizado com padronizacio externa ou
padronizagdo interna. E utilizado para contornar os indesejaveis efeitos de matriz e a sua
vantagem quando comparado a padronizagdo externa ¢ que fornece uma melhor

correspondéncia com a composicao da amostra.
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3.2.4 Adicao de padrao

O método de adigdo de padrdo consiste em adicionar quantidades conhecidas do analito
de interesse em quantidades conhecidas de amostra, ou seja, os pontos da curva sao preparados
diretamente na amostra diluida. Estas amostras com diferentes concentracdes de padrao irdo
resultar em cromatogramas, € com as areas do analito nestes cromatogramas constroi-se uma
curva de calibrag@o. O ponto onde a reta corta o eixo y representa a area do sinal do analito que
esta sendo determinado, sem qualquer adi¢cao do padrao. A extrapolagdo da reta obtida no eixo
x define a concentra¢ao do analito de interesse na amostra.

O método de adig@o de padrao ¢ trabalhoso, porém € essencial quando a amostra € muito
complexa, quando as interagdes com a matriz sdo significativas ou quando houver dificuldade

de se encontrar um padrao interno adequado ou matriz isenta do analito (RIBANI et al., 2004).

3.3  PRECISAO

A precisao deve avaliar a proximidade dos resultados obtidos por meio de ensaios com
amostras preparadas conforme descrito no método analitico a ser validado. A precisdo deve ser
expressa por meio da repetibilidade, da precisdo intermedidria ou da reprodutibilidade. A
precisdo deve ser demonstrada pela dispersdo dos resultados, calculando-se o coeficiente de
variacdo (CV) da série de medi¢des conforme a equagao 1:

cV = i 100 (Eq. 1)

Onde: s = estimativa do desvio padrao;

X = concentracao média determinada.

As amostras devem ser preparadas de forma independente desde o inicio do
procedimento descrito no método (ANVISA, 2017).

Normalmente, os métodos que quantificam compostos em macroquantidades requerem
um CV de 1 a 2% e em métodos de anélise de tracos ou impurezas, sdo aceitos CV de até 20%
(RIBANI et al., 2004).

A precisdo também pode ser expressa através do intervalo de confianga da média (IC),
que ¢ a faixa de valores que existe uma determinada probabilidade de se encontrar um certo

valor de uma variavel, calculada pela equagao 2:

IC=%+ tn_l.%, (Eq. 2)
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Onde t,_; ¢ o valor critico da distribui¢ao de student com n-1 graus de liberdade (o valor
t € tabelado e apresenta valores para diferentes niveis de confianga); s € o desvio padrdo en € o

numero de réplicas (RIBANI et al., 2004).

3.3.1 Repetibidade

Considerando-se a recomendacdo adotada pela ANVISA, a determinagdo da
repetibilidade deve obedecer aos seguintes critérios: avaliar as amostras sob as mesmas
condigdes de operagdo, mesmo analista ¢ mesma instrumentagao e utilizar no minimo nove
medi¢des, contemplando o intervalo linear do método analitico, ou seja,trés concentragdes:
baixa, média e alta, com trés réplicas em cada nivel ou seis réplicas a concentracdo média da
faixa linear (ANVISA, 2017). Para o INMETRO, a repetibilidade ¢ a condi¢do de medi¢do num
conjunto de condicdes, as quais incluem o mesmo procedimento de medi¢do, 0s mesmos
operadores, 0 mesmo sistema de medi¢do, as mesmas condi¢des de operagdo ¢ o mesmo local,
assim como medi¢des repetidas no mesmo objeto ou em objetos similares durante um curto
periodo. O nimero minimo de repeti¢des para cada nivel de concentracdo deve ser entre 6 e 15
por material usado no estudo. E importante testar as concentragdes baixa, média e alta da faixa
de trabalho (INMETRO, 2018).

E importante seguir critérios de aceitagio para recuperacio, de preferéncia seguindo as
orientacdes normativas da legislacdo. No Quadro 2, sdo apresentados os critérios sugeridos pelo
INMETRO no documento DOQ-CGCRE-008, baseado na AOAC, 2016 (INMETRO, 2018);
(INTERNATIONAL, 2016).

Quadro 2. Critério de aceitacao da repetibilidade

Analito %  Fragdo Massica (C) Unidade CV, %
100 1 100 % 1,3
10 107! 10 % 1,9
1 102 1 % 2,7
0,1 1073 0,1% 3,7
0,01 10+ 100 ppm (mg/kg) 5,3
0,001 107 10 ppm (mg/kg) 7,3
0,0001 10 1 ppm (mg/kg) 11
0,00001 107 100 ppb (ng/ke) 15
0,000001 10 10 ppb (ng/ke) 21
0,000001 107 1 ppb (ng/ke) 30

Fonte: Adaptado de INMETRO (2018); AOAC (2016).
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3.3.2 Precisao intermediaria

De acordo com a ANVISA, a determinagao da precisao intermediaria deve obedecer aos
seguintes critérios: expressar a proximidade entre os resultados obtidos da analise de uma
mesma amostra, no mesmo laboratorio, em pelo menos dois dias diferentes, realizada por
operadores distintos; e contemplar as mesmas concentragdes € o mesmo numero de
determinagdes descritas na avalia¢do da repetibilidade (ANVISA, 2017). Para o INMETRO, a
precisdo intermediaria, refere-se a precisao avaliada sob condi¢des que compreendem o mesmo
procedimento de medicao, o mesmo local e medicdes repetidas no mesmo objeto ou em objetos
similares, ao longo de um periodo extenso, mas pode incluir outras condi¢cdes submetidas as
mudangas. Nesse estudo, deve-se definir exatamente quais condigdes serdo variadas, tais como:
diferentes analistas; diferentes equipamentos; diferentes tempos. Esta medida de precisao

representa a variabilidade dos resultados em um laboratorio (INMETRO, 2018).

3.3.3 Reprodutibilidade

A reprodutibilidade ¢ feita comparando-se resultados obtidos em laboratdrios diferentes,
¢ considerada importante quando um laboratorio deseja buscar a verificacdo do desempenho de
seus métodos por meio de ensaios laboratoriais, ou ainda em estudos colaborativos ou na
padronizagdo de métodos analiticos para inclusdo desses em compéndios oficiais, mediante

testes estatisticos adequados (ANVISA, 2017); (INMETRO, 2018).

3.4 EXATIDAO

A exatiddao de um método representa o grau de concordancia entre os resultados
individuais encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro (RIBANI et al., 2004). A exatidao deve ser verificada a partir de, no minimo, nove
determinagdes, contemplando o intervalo linear do método analitico, ou seja, trés
concentracdes: baixa, média e alta, com trés réplicas em cada nivel, essa recomendagdo ¢
adotada pela ANVISA (2017).0s meios mais utilizados para avaliar a exatidao sdo: materiais
de referéncia; comparagdo com método de referéncia; ensaios de recuperacdo e adi¢do padrao

(RIBANI et al., 2004).
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3.4.1 Materiais de referéncia certificados

Os materiais de referéncia sdo substancias comercializadas por organizagdes confidveis
e reconhecidas, como NIST (Nacional Institute of Standards and Technology), LGC
(Laboratory of the government chemist), USP (United States Pharmacopea), entre outros. Estes
materiais vém com um certificado de analise, que traz a concentragdo conhecida da substancia.
Os valores obtidos pelo laboratdrio (média e estimativa do desvio padrao) da mesma substancia
devem ser comparados ao do certificado do material de referéncia, para verifica/r a exatidao do

método.

3.4.2 Comparaciao com o método de referéncia

Esta outra forma de avaliar a exatidao consiste em comparar os resultados obtidos com
o método que se deseja validar com os resultados conseguidos com um método de referéncia,
avaliando o grau de proximidade entre os dois. Esta abordagem assume que a incerteza do
método de referéncia ¢ conhecida (RIBANI, BOTTOLI, et al., 2004).

Existem varias técnicas para comparar os resultados obtidos por dois métodos de ensaio,
entre as quais: testes de hipotese e planejamento de experimentos. No teste de hipdtese, primeiro
se aplica o Teste F para avaliar se as variancias sdo estatisticamente iguais ou diferentes. O teste
t (Student) ¢ utilizado em seguida para verificar se as médias dos resultados de dois métodos

podem ser consideradas estatisticamente iguais (INMETRO, 2018).

3.4.3 Ensaios de recuperagio

A recuperacao do analito pode ser estimada pela analise de amostras fortificadas com
quantidades conhecidas da substancia de interesse. As amostras podem ser fortificadas com o
analito em pelo menos trés concentragdes diferentes: baixa, média e alta da faixa linear do
método. A limitagdo deste procedimento ¢ a de que o analito adicionado ndo esta
necessariamente na mesma forma que a presente na amostra. A presenc¢a de analitos adicionados
em uma forma mais facilmente detectavel pode ocasionar avaliagdes excessivamente otimistas
da recuperagdo, entdo ¢ necessario tomar cuidado em relagdo a isso (INMETRO, 2018). De

qualquer forma, a recuperagdo ¢ calculada através da equagao 3:

Recuperacao % = (Clc;CZ) x100 (Eq. 3)

3
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Onde,

C; = concentragdo do analito na amostra fortificada

C, = concentracao do analito na amostra nao fortificada

C3 = concentracao do analito adicionado a amostra fortificada

E importante que seguir critérios de aceitagio para recuperagio, de preferéncia seguindo
as orientagcdes normativas da legislagdo. No Quadro 3, apresentam-se os critérios sugeridos pelo
INMETRO no documento DOQ-CGCRE-008, baseado na AOAC, 2016 (INMETRO, 2018;
INTERNATIONAL, 2016).

Quadro 3. Critério de aceita¢do da recuperacio.

Analito %  Fracao Massica (C) Unidade Recuperacao média, %
100 1 100 % 98 — 102
10 10! 10 % 98 — 102
1 102 1% 97-103
0,1 103 0,1 % 95 -105
0,01 10 100 ppm (mg/kg) 90 - 107
0,001 10 10 ppm (mg/kg) 80110
0,0001 10°¢ 1 ppm (mg/kg) 80-110
0,00001 107 100 ppb (png/kg) 80-110
0,000001 10°® 10 ppb (pg/kg) 60— 115
0,000001 107 1 ppb (png/kg) 40-120

Fonte: Adaptado de INMETRO (2018); INTERNATIONAL (2016).

3.5 LIMITE DE DETECCAO

Por definicdo, o limite de deteccdo representa a menor concentragdo da substancia de
interesse, que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, com determinado
método analitico. O limite de detec¢do pode ser obtido de trés formas: método visual, método
relagdo sinal/ruido e baseado na em pardmetros da curva de calibragdo, considerando-se as
particularidades do método analitico utilizado (RIBANI et al., 2004).

Para métodos visuais, o limite de detec¢do ¢ determinado pela analise de amostras com
concentracdes conhecidas dos analitos ou valores de propriedades conhecidos e pelo
estabelecimento de um nivel minimo em que o analito pode ser detectado, ou seja, visto
(RIBANI et al., 2004).

Para métodos instrumentais, o limite de deteccao pode ser determinado pela razao sinal-

ruido. A relagdo sinal/ruido ¢ determinada pela comparagdo dos sinais medidos de amostras
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com baixas concentragdes conhecidas do analito ¢ dos ruidos dos brancos de amostras,
definindo-se a concentragdo minima em que o analito pode ser detectado com confianga. A
razao sinal/ruido deve ser maior ou igual a 3:1, propor¢ao geralmente aceita como estimativas
do limite de deteccao (RIBANI et al., 2004). Para a determinagao baseada em parametros da

curva de calibracdo, o limite de detec¢do pode ser calculado pela equacao 4.
LD = 3,3x§ (Eq. 4)
Onde:

s = estimativa do desvio padrdo do coeficiente linear da curva analitica;

S = coeficiente angular da curva analitica.

3.6  LIMITE DE QUANTIFICACAO

Por defini¢do, o limite de quantificagdo representa a menor concentragao da substancia
de interesse, que pode ser quantificada, utilizando o método que se esta validando. O limite de
quantificagdo pode ser obtido de trés formas: método visual, método relacao sinal/ruido e
baseado em parametros da curva de calibrac¢do, considerando-se as particularidades do método
analitico utilizado (RIBANI et al., 2004).

Para métodos visuais, o limite de quantifica¢do ¢ determinado pela andlise de amostras
com concentragdes conhecidas dos analitos ou valores de propriedades conhecidos e pelo
estabelecimento de um nivel minimo em que o analito pode ser quantificado com recuperagao
e precisdo aceitaveis (RIBANI et al., 2004).

Para métodos instrumentais, o limite de detec¢ao pode ser determinado pela razao sinal-
ruido. A relacdo sinal/ruido ¢ determinada pela comparacdo dos sinais medidos de amostras
com baixas concentragdes conhecidas do analito ¢ dos ruidos dos brancos de amostras,
definindo-se a concentragdo minima em que o analito pode ser detectado com confianca. A
razao sinal/ruido deve ser maior ou igual a 10:1, propor¢ao geralmente aceita como estimativas
do limite de quantificacao (RIBANI et al., 2004). Para a determinagdo baseada em parametros

da curva de calibragdo, o limite de quantificacdo pode ser calculado pela equacao 5:
LQ = 10x§ (Eq. 5)
Onde:

s = estimativa do desvio padrdo do coeficiente linear da curva analitica;

S = coeficiente angular da curva analitica.
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4 OBJETIVOS

4.1

OBJETIVO GERAL

Desenvolver um método analitico para determinacdo de 19 acidos orgéanicos alifaticos em

matrizes alimenticias utilizando o modo de cromatografia liquida de interagdo hidrofilica (HILIC) em

sistema LC-MS/MS.

4.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Otimizar os pardmetros instrumentais do espectrometro de massas para o monitoramento de
cada um dos acidos organicos alifaticos por monitoramento de reagdes multiplas (acético,
aminocaproéico, ascorbico, aspartico, cetoglutarico, fumarico, glicolico, gluconico, glutdmico,
glutarico, isobutirico, latico, levulinico, maleico, malico, maldnico, piravico, propidnico ¢
succinico);

Determinar os acidos organicos alifaticos selecionando as condi¢des ideais para a separagdo dos
analitos por HILIC-MS/MS, incluindo coluna cromatografica, a composi¢do da fase movel,
concentracgdo de aditivo formiato de amdnio e volume de injecao;

Avaliar o desempenho analitico do método através da seletividade, linearidade, limites de
detecgdo e quantificacdo, estudo do efeito de matriz e avalia¢do da precisdo;

Aplicagdo do método em amostras alimenticias (vinagre, vinho, cerveja, suco de laranja e

iogurte).
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1  REAGENTES E SOLUCOES

Todos os padrdes utilizados foram de grau analitico. Foram utilizados os padrdes
analiticos dos acidos acético, aminocaproico, ascorbico, aspartico, cetoglutarico, fumarico,
glicélico, glucdnico, glutdmico, glutarico, isobutirico, latico, levulinico, maleico, malico,
maldnico, piravico, propionico e succinico. E como padrdo interno, foram utilizados padrao
analitico de 4cido muconico. Utilizou-se acetonitrila grau HPLC (J. T. Baker, Estados Unidos)
como fase movel. Solu¢do comercial de hidroxido de amoénio 10% grau HPLC (Sigma
Aldrich®, Alemanha) e acido formico 85% P.A. (Synth, Brasil) foram utilizados para preparar
solugdo tampao utilizada como fase mével.

Todas as solugdes foram preparadas com 4agua ultrapura em sistema Milli-Q
(Millipore®, Bedford, MA, USA), com resistividade de 18,2 MQ cm a 25 °C. As solucdes
padroes dos acidos organicos foram preparadas individualmente em agua ultrapura com
concentragdo final aproximada de 1000 mg L' e a solugdo padrio de padrio interno foi
preparada em agua ultrapura com concentragio final aproximada de 500 mg L', todas estas

solugdes foram armazenadas sob refrigeracao.

52 INSTRUMENTACAO LC-MS/MS E CONDICOES EXPERIMENTAIS DO
METODO OTIMIZADO

Neste trabalho, foi utilizado um HPLC obtido da Agilent Technologies 1200 Series
(Waldbronn, Alemanha) equipado com degaseificador online (G1322A), bomba quaternéria
(G1311A), compartimento de colunas com controle de temperatura independente (G1316A),
autoamostrador (G1367B). O sistema cromatografico foi acoplado a um espectrometro de
massas hibrido constituido de um triploquadrupolo e ion trap linear, modelo Q Trap 3200 da
Applied Biosystems (Concord, Canada). O software Analyst versao 1.6.2 foi usado para
controlar o LC-MS/MS e fazer o tratamento dos dados obtidos nas analises. Os experimentos
foram realizados usando a fonte TurbolonSpray™ (electrospray-ESI) no modo ion negativo. A
agulha do capilar foi mantida a 5500 V.

As separagdes foram feitas utilizando uma coluna SeQuant® ZIC®-HILIC (150 mm de
comprimento; 4,6 mm de didmetro interno; 3,5 um e 100 A de tamanho de particula) da marca
Merck (Darmstadt, Germany), no modo isocratico usando uma fase movel composta por

acetonitrila : solugdo tampao formiato de amodnio (75 : 25 v/v). A vazdo da fase movel foi de
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500 uL min!. O volume de inje¢do das amostras e padrdes foi 15 uL. A temperatura da coluna
foi fixada em 30 °C. Alguns dos parametros do espectrometro de massas: gas de cortina 10 psi;
temperatura da fonte 350 °C; gas nebulizador 1,45 psi; gas de secagem 2,45 psi; gas da
dissociagdo induzida por colisdio médio. Os 4acidos organicos foram monitorados e

quantificados usando monitoramento de reagdes multiplas.

53  OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DO ESPECTROMETRO DE MASSAS

A otimizag¢ao dos parametros do espectrometro de massas foi realizada por meio de
infusodes diretas de solugdes aquosas contendo os analitos. Para as infusdes diretas, foi utilizada
uma seringa com capacidade de 1 mL e diametro interno de 4,6 mm contendo as solugdes
padrdes dos analitos. Esta seringa foi posicionada em um compartimento do espectrometro em
que o seu embolo era pressionado pela bomba acoplada ao espectrometro a uma vazao de 10
uL min’,

Ao se realizar este procedimento, o espectrometro efetuou a otimizacao dos parametros
eletronicos envolvidos no processo de ionizacdo de cada composto, sendo eles potencial de
desagregagdo, potencial de entrada, energia de colisdo, potencial de entrada na célula de colisao
e potencial da célula de saida de forma automatica. A probe foi mantida de acordo com
recomendagoes do fabricante em 5,0 e 10,0 mm, respectivamente para as direcdes horizontal e

vertical até o fim da infusdo.

54  OTIMIZACOES CROMATOGRAFICAS

Para garantir desenvolvimento do método cromatografico, foram otimizados diversos

parametros cromatograficos como sera demonstrado nos proximos itens.

5.4.1 Selecao da coluna

Nesta etapa do trabalho, foram testadas as seguintes colunas cromatograficas: (1)
LARIHC- CF6-P 5 um 150 x 4,6 mm, (2) SeQuant® ZIC®-HILIC 3,5um, 100A 150 x 4,6 mm
e (3) SeQuant® ZIC®-HILIC 3,5 um, 200A 150 x 2,1 mm.

As avaliagdes das colunas foram realizada com mistura dos acidos organicos em
concentracdo 2 mg L™, com a composi¢io da fase mével utilizou-se 60% de acetonitrila e 40%

de 4gua ultrapura, fluxo de fase mével de 500 uL min™!, temperatura das colunas mantidas a 30
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°C e volume de injecdo de 10 uL para as colunas (1) e (2). Para a coluna (3) foi utilizada mistura
dos 4cidos organicos em concentragdo 5 mg L', e houve necessidade de utilizar fluxo de fase
mével de 100 pL min' e volume de injecdo de 5 pL, devido menor capacidade de amostra,
estes valores estdo de acordo com o especificado no manual da coluna, os outros parametros
foram mantidos iguais. Os pardmetros do MS/MS sdo os mesmos descritos no item 5.2. Para
avaliagdo da eficiéncia das colunas, foi utilizado parametro de numero de pratos (N)
(COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006), demonstrado na Equacao 6:

tr

N =16 (—)2 (Eq. 6)

Wh
Onde, t,= tempo de retencao;

w),= largura para determinado sinal de analito.

5.4.2 Composicao da fase movel

Apo6s a escolha da coluna, foi realizada a otimizacao da composi¢do da fase movel.
Inicialmente foi testada fase movel aquosa, porém os sinais ficaram com tempos de retengao
muito proximos entre si. Foi constatada a necessidade de usar aditivo 16nico para controlar o

pH e a forca i6nica da fase mével. Esta otimizagdo estd explicada nos itens a seguir.

5.4.3 Propor¢ao de solvente organico e pH

Para os testes de propor¢do de fase movel, injetou-se uma mistura dos acidos organicos
de concentracdo 5 mg L na coluna SeQuant® ZIC®-HILIC 3,5um, 100A 150 x 4,6 mm,
temperatura da coluna de 30 °C, volume de injecdo de 10 uL e fase movel foi variada para
realizagdo desta etapa estudo. Os parametros do MS/MS sdo os mesmos descritos no item 5.2.

Foi adotada a matriz de planejamento Doehlert para definir a melhor propor¢ao de fase
moével e melhor pH para a fase aquosa. Foram utilizadas solu¢des tampao formiato de amonio
para o estudo de pH. O desenho tipico deste planejamento consiste em um hexagono, sendo
cada vértice uma condicao diferente e o ponto central ¢ realizado em triplicata, totalizando

assim 9 experimentos. As varidveis escolhidas foram pH da fase aquosa em trés niveis (3, 4
5) e percentual de acetonitrila, estudado em cinco niveis (50, 60, 70, 80 e 90). Mesmo sabendo

que 50 % de acetonitrila ndo se configura como um mecanismo HILIC, optou-se por esta para

completar os cinco niveis. Através destes cromatogramas, foram obtidos dados referentes ao
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tempo de retencdo e fator de retencdo (k’) (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006),

demonstrado na Equagdo 7:

k! =t (Eq. 7)

tm

Onde, t,.= tempo de retencao;

t,,= tempo morto da coluna.

Além disso, tendo em vista a grande quantidade de analitos e, para se obter um resultado
“compromisso’” entre as respostas para os compostos estudados, foi proposta a utilizagao de
uma equagdo que consiste no produto de todos os k’ dividido pelo produto de todas as larguras
dos sinais cromatograficos (w), multiplicado pelo maior tempo de retengdo, conforme equagao

8. A matriz de experimentos utilizada no planejamento Doehlert estd representada na Tabela 6.

Ik
(Eq. 8)

Fator de resposta = ————

Iw.trmaior

Onde: ITk'= produto de todos fatores de retengdo obtidos;
[Tw = produto de todas larguras de sinal obtidas;

tTmaior = Maior tempo de retengao.

Tabela 5. Experimentos realizados no planejamento Doehlert, para a escolha da melhor proporgdo da
fase movel e pH do tampao da fase aquosa.
Experimento % Acetonitrila pH do tampéao

1 50 4
60
60
80
80
90
70
70
70

o 0 9 SN N AW
~ B B B LW L W

Fonte: Autora.

Os dados deste estudo foram tratados no software Statistica 8.0, sendo obtida uma

superficie utilizando-se o fator de resposta proveniente da Equagao 8.

5.4.4 Efeito da concentracio de sais na fase movel

Para os testes de concentragdo de sal na fase movel, injetou-se uma mistura dos acidos

organicos em concentragdo 5 mg L™ na coluna SeQuant® ZIC®-HILIC 3.5um,100A 150 x 4.6
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mm, temperatura da coluna 30 °C, volume de inje¢ao de 10 pL e fase movel 75% de acetonitrila
e 25% de solugdo tampao formiato de amoénio pH 3. Temperatura da coluna 30 °C e volume de
injecdo de 15 pL. Os parametros do MS/MS sdo os mesmos descritos no item 5.2.

Nesta etapa do estudo foi avaliado apenas o efeito da concentragao do sal adicionado, o
pH foi mantido proximo de 3. Foram avaliadas as concentra¢des de 1 a 30 mmol L' de fomiato
de amodnio como aditivo. Para o calculo da concentragdo necessaria de hidroxido de amonio e
acido formico para resultar no pH e na forca idnica desejados, foi utilizado o software
PeakMaster®, e as foram preparadas solu¢des tampdo formiato de amonio nas concentragdes 1
a 30 mmol L!. As medidas de pH foram realizadas em um pHmetro fornecido pela Micronal

(Sao Paulo, Brasil) modelo B474, com eletrodo de referéncia de Ag/ AgCl (Tabela 7).

Tabela 6. Concentragdo de formiato de amonio (NH4COOH) adicionado para o estudo do efeito da variagdo da
concentragdo das solugdes tampao preparadas, e os respectivos pH obtidos com auxilio de pHmetro.
Concentracao de NHs«COOH

adicionada (mmol L")

Experimento pH

1 3,02 1,0
2 3,35 4,0
3 3,35 8,0
4 3,38 20,0
5 3,35 30,0

Fonte: Autora.

5.4.5 Avaliacio do volume de injecio

Para os testes de avaliagdo de volume de inje¢do, injetou-se uma mistura dos acidos
organicos em concentragio 5 mg L' na coluna SeQuant® ZIC®-HILIC 3.5um,100A 150 x 4.6
mm, temperatura da coluna 30 °C, volume de injecao de foi variado de 5, 15, 25,35e45 uL e
fase movel 75% de acetonitrila e 25% de solucdo tampao formiato de amonio pH 3 forga ionica
10. Temperatura da coluna 30 °C e volume de inje¢@o de 15 pL. Os pardmetros do MS/MS sdo

0s mesmos descritos no item 5.2.

5.5  AVALIACAO DOS PARAMETROS DE MERITO DO METODO

A avaliagdo dos parametros de mérito do método foi realizada injetando solugdes padrao
e amostras na coluna SeQuant® ZIC®-HILIC 3.5um,100A 150 x 4.6 mm, temperatura da

coluna 30 °C, volume de injecao de 15 puL e fase mdvel Acetonitrila : solugdo tampao formiato
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de amonio pH 3 forga idnica 10 (75 : 25 v/v). Temperatura da coluna 30 °C e volume de inje¢ao

de 15 pL. Os parametros do MS/MS sao os mesmos descritos no item 5.2.

5.5.1 Linearidade

A linearidade foi avaliada a partir das curvas de calibragdo em solu¢do padrao construida
em triplicata ¢ em vinte e dois niveis de concentragdes dos acidos organicos devido a alta
possibilidade de os acidos apresentarem distintas faixas lineares. Para construir as curvas de
calibragdo foi utilizado o sofiware Excel®. No mesmo software foram feitos os estudos
estatisticos com o recurso de analise de dados e regressdo linear. A faixa de trabalho estudada
foi de 0,01 a 30,0 mg L'!. Os pardmetros das curvas de calibragio foram obtidos através de
regressdo linear e, também foram avaliados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro Wilk
(SHAPIRO e WILK, 1965), e o ajuste ao modelo linear foi feito empregando o teste F
(SNEDECOR e COCHRAN, 1989). O grafico dos residuos foi realizado para verificar a
presenga de valores discrepantes (outliers) e estdo demonstrados no APENDICE B. Todos os
testes estatisticos foram realizados com nivel de significancia de 5%. A ANVISA (ANVISA,
2017) recomenda um coeficiente de correlagao igual a 0,99 e o INMETRO (INMETRO, 2003)

um valor acima de 0,90.

5.5.2 Ensaios de adi¢io e recuperacio

As curvas de calibragdo na matriz foram construidas usando o método de adigdo de
padrdo nas matrizes de vinagre, vinho, cerveja, suco de laranja e iogurte. A faixa de trabalho
estudada foi de 1,0 a 8,0 mg L. Para avaliacdo do efeito de matriz, fez-se a comparacio das
inclinacdes das curvas em solucdo padrao e das curvas de adigdo de padrdao. Calculou-se as
recuperagoes atraveés das areas obtidas relacionadas as curvas de adicao de padrao.

O efeito de matriz foi avaliado em duas diluigdes diferentes e todas as amostras foram
diluidas com agua ultrapura. O vinagre foi diluido 50 e 200 vezes, o vinho foi diluido 100 e 500
vezes, a cerveja foi diluida 10 e 100 vezes, o suco de laranja foi diluido 100 e 500 vezes e o

iogurte foi diluido 30 e 250 vezes.
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5.5.3 Ensaios de precisao

A precisdo foi determinada a partir de trés injegdes consecutivas de solucdes das
amostras fortificadas em quatro niveis de concentragdes, injetados em trés dias diferentes. Em
todos a concentragdo do padrio interno acido muconico foi constante (2 mg L) e o CV foi
avaliado em funcdo das dareas normalizadas obtidas. A AOAC (AOAC, 2016) considera

adequados CV da ordem de até 11%, para niveis de concentracdo da ordem de mg L.

56  APLICACAO DO METODO

Dez amostras foram utilizadas para aplicacdo do método: uma de vinagre balsdmico,
duas amostras de vinagre de cana-de-agucar, duas amostras de vinagre de mag¢a e uma amostra
de vinagre de mel. As amostras foram injetadas em duplicata. Todas as amostras foram diluidas
com agua 50 e 200 vezes e as concentragdes dos acidos organicos encontrados foram calculadas
através de curva de calibragdo injetada no mesmo dia da analise. Foram determinados os acidos
organicos presentes nas amostras utilizadas para estudo de efeito de matriz e as dilui¢des foram
realizadas da mesma forma como descrito no item 5.5.2.

Também foram utilizadas amostras de vinho tinto organico (diluido 100 e 500 vezes),
cerveja pilsen lager (diluida 10 e 100 vezes), suco de laranja industrializado sem adi¢do de
conservantes (diluido 100 e 500 vezes), e iogurte grego com calda sabor morango (diluido 30
e 250 vezes). Os resultados de acidos organicos foram obtidos através de extrapolacdes das

curvas de adi¢do de padrdo construidas.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 DESENVOLVIMENTO DO METODO

6.1.1 Otimizacdo dos parametros do espectrometro de massas para obtencio dos ions

precursores e quantitativos dos analitos

O primeiro passo para o desenvolvimento do método foi definir os parametros do
sistema de deteccdo. Foi definida a polaridade negativa para operar na fonte de ionizagdo. Apos
isso, foi realizada a infusdo direta de todos os acidos orgénicos no espectrometro de massa. Esta
etapa ¢ crucial no desenvolvimento analitico, pois este procedimento gera o padrio de
fragmentacdo dos analitos, que € o seu espectro de massa. Com esta informacao ¢ possivel
confirmar a identidade dos componentes presentes nas amostras que serdo posteriormente
analisadas. Os acidos organicos foram monitorados e quantificados usando monitoramento de
reacoes multiplas (MRM). A otimizacdo dos parametros do espectrometro de massas foi
realizada por infusdo direta de solu¢des aquosas contendo os analitos de interesse. Para fins de
ilustragdo sao apresentados os graficos das otimizacdes dos parametros do MS/MS para o acido

acético na Figura 7.
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Figura 7. Pardmetros otimizado no espectrometro de massas do acido acético (a) Potencial de desagregacao (DP),
(b) Potencial de entrada (EP), (¢) Energia de colisao (CE), (d) Potencial de entrada na célula de colisdo (CEP), (e)
Potencial da célula de saida (CXP), (f) Espectro resultante. Condi¢es experimentais vide se¢do 5.3.

(a) Potencial de desagregagdo (DP)

W XC o -Qf M (1 ior): 58.928 Da from Sanple 1 (TuneSampleNaime) of ACETIOO_DP_Neg wif (Turbo Sray) Ve 16661

Intensity, cps

30 30 30 30 300 200 260 240 20 A0 -8 -6 40 0 00 & 0 40 20
0P, Volts

(b) Potencial de entrada (EP)

3G of Qi M (10 58.928 Da from Sarrple 1 (TuneSanpleNarme) of ACETIOO_EP Negwif (Turbo Spray) Ve 2166 cps|

653

Intensity, cps
O I R SN S S
g8 8 BEEE R E 8

M5 410 05 00 95 90 85 80 75 70 65 460 55 S50 45 40 35 30 25 20 -5 -iQ

(c) Energia de colisdo (CE)

WG of VRMI(3 pars): 58 938/50.400 D from Sarmple 1 (TLreServpleNarTe) of ACETICO_CE. Negwi (Turbo Spray) Ve 7733 cps|

1300

1200 |

Intensity, cps

4% A0 15 A0 406 00 % 0 & B 5 0 H 0 H O 45 40 B D B N A5 -0
CE
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(d) Potencial de entrada na célula de colisdo (CEP)

WXIC of - M (T ion): 56:928 Dafrom Sarmple 1 (TuneSanpleNarme) of ACETICO_CEP_Negwif (Turbo Spray) Ve 2166 ops|

1930
2166

2066

Intensity, cps
g

% @0 & H B WO H O H L 45 4 F N X AN A5 0 5
CEP, Vs

(e) Potencial da célula de saida (CXP)

WG -WRM(T % fromSanpe 1 (T ACETIOO, CXP_MRZ_ Neg i (Turbo Spray) Vex 3039

Intensity, cps

5 50 45 40 S 20 25 2 15 10 5
O, Valts

(f) Espectro resultante

W12 (58.98) CE (-50): 26 M/ M ) IntProduct Neg it (Turbo Spray) Ve 4.965 cps|

Intensity, cps

57,
556
400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 50 50 50 580 0 600 610 620 630
mzDa

Fonte: Autora.

Os graficos apresentados (Figura 7(a) — (e)) sao resultados da otimizagdo das energias

envolvidas em todo processo presente no sistema de deteccdo MS/MS para cada analito. No



63

espectro resultante (Figura 7(f)), o sinal demonstra o ion precursor de razdo m/z 58,8 como
resultado na ionizagdo do acido acético. A infusdo de cada analito gerou estes graficos de
energia e um espectro. Os valores dos ions precursores, ions quantitativos, bem como os valores
de potencial de desagregacao (DP), potencial de entrada (EP), energia de colisao (CE), potencial
de entrada na célula de colisdo (CEP), potencial da célula de saida (CXP) para os 19 analitos
utilizados estdo demonstrados na Tabela 7.

Tabela 7. Informacdes de cada composto acido organico analisado no LC-MS/MS (modo negativo). A agulha
capilar foi mantida a -4500V. Parametros do MS/MS: gas de cortina 10 psi; temperatura da fonte 350 °C; gas
nebulizador 1,45 psi; gas de secagem 2,45 psi; gas da dissociacdo induzida por colisdo médio. Compostos foram
monitorados e quantificados usando monitoramento de multiplas reagcdes (MRM). Otimizac¢do do espectrometro

de massas foi feito através das infusdes diretas de solugdes aquosas contendo os analitos investigados.
Ion precursor m/z lon quantitativo m/z

Acido 1) 03) DP EP CEP CE CXP
58,938 56,4 20 -4 -18 -128 -56
Acético 58,938 51,1 20 -4 -18 -130 42
58,938 52,9 20 -4 -18 -126 -48
Aminocaproico 130 130 25 -5 -10 -6 -2
174,764 115,1 30 8 8 22 0
Ascorbico 174,764 87,2 30 -8 -8 22 0
174,764 58,8 30 -8 -8 24 0
131,909 88 20 45 -0 -16 0

Aspartico
131,909 115 20 -45 -10 -14 0
144,816 101,2 20 -45 -10 -14 0
Cetoglutarico 144,816 56,9 20 45 -10 -18 0
144,816 73,1 20 45 -10 20 0
Fumirico 114,898 96,8 25 4 210 -10 2
74,388 472 25 45 -4 -12 -4
Glicolico 74,888 44,9 25 45 -14 -12 -8
74,888 60,6 25 45 -14  -118  -54
194,864 75,1 20 55 -0 26 2
Glucdnico 194,864 99 20 55 -0 22 2
194,864 58,9 20 55 -10 34 0
145,921 102 25 25 -18 -6 0
Glutamico 145,921 128 25 25 -18 -16 0
145,921 85,2 25 25 18 20 0
130,877 87,1 25 15 12 -14 0
Glutarico 130,877 112,9 25 1,5 -12 -0 0
130,877 41 25 15 -12 54 -4
102,871 572 25 3 <10 -16 0
Isobutirico 102,871 45,1 25 3 210 -16 -4
102,871 41,1 25 3 210 30 -4

Fonte: Autora.
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Tabela 7. (continuagdo)
Ion precursor m/z lIon quantitativo m/z

Acido e Q3) DP EP CEP CE CXP
88,878 43,1 25 -8  -I18 -16 -4
Latico 88,878 45 25 -8 .18 -16 -6
88,878 40,9 25 -8 .18 32 -6
114,8 70,9 25 -85 -12 -14 2
Levulinico 114,8 96,7 25 85 -12 -14 -2
114,8 69,7 25 -85 -12 20 -58
Maleico 114,821 71,2 (15 65 -12 -14 0
132,841 71 35 95 28 -18 2
Milico 132,841 1148 35 95 28 -12 20
132,841 73 35 95 28 20 0
102,848 59 35 15 -16 -14 -6
Malénico 102,848 583 35 -15 -16 -14  -58
102,848 41 35 -15 -6 36 -4
140,842 96,9 20 5 -0 -12 =2
Mucbnico 140,842 96,7 20 -5 -10 -14 -48
140,842 96 20 -5 -10 -14 -58
Pirdivico 86,881 42.8 20 -5 -18 -12 -4
86,881 424 20 -5 -18 -12  -48
Propidnico 74 74 20 -10 -12 -6 0
116,832 73 30 -6 -10 -14 0
Succinico 116,832 99,1 30 -6 -10 -14 -2
116,832 55,1 30 -6 -0 -18 0

Fonte: Autora.

Todos estes parametros otimizados foram usados para monitoramento dos analitos nas

amostras, incluindo identifica¢do e quantificacao.

6.1.2 Selecdo da coluna cromatografica

Na literatura a maioria dos trabalhos publicados sobre andlise de acidos organicos por
HPLC utilizaram colunas de fase reversa C8 ou CI18. Poucos trabalhos envolvendo a
determinacdo de 4acidos organicos utilizando-se coluna HILIC e HPLC-MS/MS estao
reportados na literatura, um deles consiste na determinag@o simultanea de sete acidos organicos
em urina de rato como biomarcadores de exposi¢ao ao realgar por HILIC-MS/MS (HUANG et
al., 2012). Realgar ¢ um medicamento tradicional utilizado na China, composto por AssS4, por
apresentar arsénio em sua composicao a toxicidade do realgar sempre foi questionada.

No presente trabalho foi proposta a utilizacdo de coluna HILIC, sendo as seguintes colunas
testadas: (1) LARIHC CF6-P, (2) SeQuant® ZIC®-HILIC e (3) SeQuant® ZIC®-HILIC. A coluna (1)

LARIHC- CF6-P ¢ uma coluna cromatografica a base de ciclofrutano nativo (CF-6), desenvolvida pelo
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grupo do professor Dr. Daniel Armstrong e comercializada pela empresa AZYP (Texas, Estados
Unidos). Os ciclofrutanos eram utilizados apenas como aditivos de bens de consumo, porém em 2009 o
grupo do prof. Dr Daniel Armstrong comecou a sintetizar CF e utilizar como fase estacionaria quiral
para colunas cromatograficas de HPLC (SUN et al., 2009). Os ciclofrutanos consistem em seis ou mais
unidades de D-frutofuranose, e cada unidade de frutofuranose contém quatro centros estereogénicos e
trés grupos hidroxila. Seu nucleo central tem a mesma estrutura que os respectivos éteres de coroa. A
estrutura do CF6 (representada na Tabela 8) apresenta 6 hidroxilas ligadas nas posic¢des 3, sendo que a
metade fica apontada para o centro da molécula e a outra metade dirigida para fora e trés atomos de
oxigénio apontados para dentro do centro molecular, muito proximos um do outro. Como resultado, o
acesso ao nucleo da 18-coroa-6 naquele lado do macrociclo fica bloqueado pelas ligagoes de hidrogénio
formadas entre as hidroxilas. Este lado do macrociclo € relativamente hidrofilico como resultado da
direcionalidade de todos seus grupos hidroxila, enquanto o outro lado do CF6 parece ser mais
hidrofobico, resultante dos grupos metileno em torno do recuo central (SUN, WANG, et al., 2009). A
colunas LARIHC ¢ utilizada para separagdes enantioméricas, ¢ tem sido empregada como fase
estaciondria polar para aplicagcdes em HILIC.

As outras duas colunas testadas (2) SeQuant® ZIC®-HILIC e (3) SeQuant® ZIC®-HILIC
ambas fornecidas pela empresa Merck (Darmstadt, Alemanha). As duas colunas apresentam fases
estaciondrias a base de compostos zwitteridnicos, que sdo caracterizados por apresentar cargas positivas
e negativas na superficie (demonstrado na Tabela 8). Isso faz com que além do mecanismo de separagdo
ocorrer por uma particdo das moléculas de soluto entre o eluente da fase moével e uma camada
enriquecida com agua na fase estacionaria HILIC hidrofilica, irfo existir interacdes de natureza
eletrostaticas entre os analitos ¢ a fase estacionaria. No entanto, as interagdes eletrostaticas entre as duas
cargas opostas, devido a proximidade entre si, podem enfraquecer as interagdes eletrostaticas entre
analitos carregados e a fase estacionaria (PALMA et al., 2011). Esta coluna ¢ tipicamente usada para
separagdes de compostos pequenos, polares, neutros ou carregados. A principal diferenca entre as duas
colunas ¢ o diametro interno, ¢ menor que a metade para a coluna (3) fazendo com que a capacidade de
amostra seja menor. No manual da coluna (3), consta que o ela deve ser operada a um fluxo maximo de
100 uL min™! e volume de injegdo maximo de 5 pl.

Uma mistura de acidos organicos de concentragdo 2 mg L' para as colunas (1) € (2), 5 mg L-1
para a coluna (3). Utilizou-se acetonitrila: agua ultrapura (60:40 v/v) como fase movel. Volume de
injecdo de 10 pL para as colunas (1) e (2), 5 uL para a coluna (3). Temperatura das colunas foi mantida
a 30 °C. Fluxo de fase movel de 500 uL min™! para as colunas (1) e (2), 100 uL min™ para a coluna (3).
Para escolha da melhor coluna foram avaliados os parametros de numero de pratos médio e largura de

sinal média. Estas informacg0es constam na Tabela 8.
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Tabela 8. Resultados das colunas testadas. Avaliagdo realizada com uma mistura dos acidos orgénicos em
concentragdo 2 mg L' para colunas (1) e (2), 5 mgL-'para coluna (3), composicdo da fase mével: 60% de
acetonitrila e 40% de 4gua ultrapura, fluxo de 500 uL min™! para as colunas (1) e (2), 100 uL min'para coluna (3),
temperatura das colunas a 30 °C, e volume de injego de 10 pL para as colunas (1) e (2), SuL para coluna (3) .

(2) SeQuant® ZIC®- (3) SeQuant® ZIC®-
Coluna (1) LARIHC CFé-P HILIC HILIC
S . N
A /-[/ ’ g” mq"f, " no E‘?‘- Ho i i g Hnm ;’
Estrutura da pL\ Ng ol ‘c'f{‘.fb BE-F b £ o
1. o / o " %‘ b ¥ HO © HPO X -
fase ligada PN e O 2% up § Foupicn
" AV i ? é &9
\':h:" 4 \ H.O0 H- ({ HO
A |
\ /"‘;
Nimero de
analitos 15 16 9
detectados
Numero de 881 1686 1144
pratos médio
Tempo de
retengio do 15,46 9,56 12,64
ultimo
analito (min)
Largura do
sinal médio 0,9682 0,7061 1,1148
(min)

Fonte: Autora.

Foi escolhida como melhor coluna a nimero (2) SeQuant® ZIC®-HILIC de 150 mm de
comprimento, 3,5um e 100A de tamanho de particula e 4,6 mm de didmetro interno. Conforme
demonstrado na Tabela 11, foi a coluna que apresentou maior nimero de analitos, maior nimero
de pratos, portanto mais eficiente € menor largura de sinal médio. Outro motivo da escolha foi
pelos cromatogramas obtidos (demonstrados no APENDICE A), o melhor cromatograma foi o
da coluna (2) pois os sinais estdo mais separados entre si e as larguras de picos sdo menores.
Para satisfazer o mecanismo de separagdo HILIC, deve se utilizar de 60 a 90 % de fase movel
organica, além disso ¢ favoravel ao uso de solucdes tampdes aquosos para ajuste de pH

adequado da fase mével. No proximo item esta descrito como foi realizada a otimizacao da

proporcao da fase movel e pH.

6.1.3 Otimizac¢ao da proporc¢ao de fase movel

Depois de escolhida a melhor coluna, foi realizada a otimizacao da composicdo da fase
moével. Como o mecanismo HILIC deve ter pelo menos 60% de fase orgénica, avaliou-se
acetonitrila em diferentes proporgdes: 60, 70, 80 e 90 % e o restante de dgua ultrapura. Este

teste inicial foi realizado em duplicata no qual foi injetado uma mistura de acidos na
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concentra¢io 5 mg LI, na coluna (2). Também foi determinado o tempo morto da coluna nas
diferentes proporc¢des experimentadas, foi utilizado o tolueno como marcador de tempo morto
e foi injetado no HPLC com detector DAD pois o tolueno nao deve ser injetado em detector de
espectrometria de massa devido a sua ionizagao ser dificultada.

Dos cromatogramas obtidos com este teste, extraiu-se as informacgdes de tempo de
retengdo e fator de retengdo (k’) para cada analito (Equacdo 7, consta no item 5.4.3). Porém,
houve nesta etapa, muitos resultados negativos para k’ e este estudo mostrou que muitos
analitos estavam eluindo no tempo morto da coluna, dependendo da proporc¢ao de acetonitrila
e agua ultrapura.

Optou-se por ajustar o pH da fase aquosa em 3, 5 e 5, pois o pH da fase mdvel possui
um forte impacto na retengdo dos compostos em colunas HILIC a base de compostos
zwitteridnicos, uma vez que isso influencia na carga de ambos: soluto e fase estaciondria.
Principalmente em colunas HILIC a base de silica que sdo caracterizadas por apresentar uma
faixa limitada de estabilidade do pH (pH 2 a 8) e as separagdes HILIC sdo aquelas realizadas
com fases moveis em faixas de pH de 3 a 8§ (TARAJI et al., 2018). Como aditivo quimico para
o ajuste de pH da 4agua utilizou-se tampado formiato de amonio por ser volatil e ndo prejudicar
o sistema de deteccdo por espectrometria de massa. Desta forma, optou-se por utilizar um
procedimento de otimizacdo multivariada.

Na superficie de reposta (Figura 8), a regido em vermelho mostra os pontos onde foram
obtidos os maiores valores do fator de resposta (equacdo 8, item 5.4.3), ¢ chamada de regido
otima da superficie e as condigdes de % de acetonitrila e pH da solucdo tampao fornecem os
melhores resultados. Nas regides em verde, pode-se observar que a superficie esta mais baixa,
portanto, foram obtidos valores baixos para o fator de resposta. Estes resultados corroboram
com o esperado para o mecanismo HILIC, uma vez que em pH 3, que ¢ o mais baixo possivel
a maioria dos analitos se encontram neutros, aumentando as intera¢des fase movel — soluto.
Como comentado anteriormente, as interacdes eletrostaticas entre as duas cargas opostas nas
fases estacionarias zwitterionicas, devido a proximidade entre si, podem enfraquecer as
interagdes eletrostaticas entre analitos carregados e a fase estaciondria.

Com isso, a superficie mostrou que as melhores respostas foram obtidas em
porcentagem de acetonitrila maiores que 70% e pH proximos a 3. Com isso, fixou-se a fase

movel em acetonitrila: tampao formiato de amonio pH 3 e proporgao 75:25 v/v.
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Figura 8. Superficie de resposta obtida através do planejamento Doehlert. Mistura dos acidos organicos em
concentragdo 5 mg L' na coluna (2), temperatura da coluna 30 °C, volume de inje¢do de 10 uL e fase movel
acetonitrila: solugdo tampao formiato de amoénio pH 3 (75:25 v/v).

Superficie plotada; Variaveis: Fator de resposta, 2 fatores, 1 bloco, 9 corridas,
Residuo da média dos quadrados = 0,0007875,R2? = 0,71374, ajuste = 0,23664

eysodsar ap 10)e,]

= 0,09
<0,085
<0,075
= 0,065
<0,055
<0,045
=0,035
<0.025

(| |

ANOVA; Var.:Response; R-sqr=.71374; Adj:.23664 (doehlert correto)
2 factors, 1 Blocks, 9 Runs; MS Residual=.0007875

DV: Response

Factor 55 df| MS E P

()pH (L) 0_000050! 1 0.000050 0.063702 0.817042

pH  (Q) |0.005757 0.005757 7.310170 0.073553

(2)% ACNI(L) | 0.000015 0.000015 0.018484 0.900468

% ACN(Q) | 0.000108 0.000108 0.137384 0.735520

1L by 2L 0.000045 0.000045 0.057437 0.826035

Error 0.002363 0.000788

Total S8 0.008253

d

coflea)l = —= —

Fonte: Autora.

6.1.4 Efeito da concentracao de sais como aditivos na fase movel

Interagdes de troca idnica nas fases estacionarias carregadas podem contribuir
significativamente para a reten¢do e seletividade na HILIC. Trabalhos da literatura mostram
que a presenca de tampdes na fase modvel permite controlar as interagdes eletrostaticas
(DELL'AVERSANO; HESS; QUILLIAM, 2005). Os tampdes recomendados para HILIC sao
acetato de amonio e formiato de amdnio devido a sua boa solubilidade em fases moveis ricas
em solventes organicos bem como a sua volatilidade e compatibilidade com o sistema de
deteccao por espectrometria de massa. O impacto do tipo e da concentracao de solugdes tampao
na retencao de solutos polares tem sido alvo de muitos estudos em HILIC (GUO; GAIKI, 2005);
(FISHER, 2014); (BRUNS; SCARMINIO; NETO, 2010).
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Em geral, a presenca de aditivo na fase movel pode aumentar efetivamente as interagdes
eletrostaticas atrativas e repulsivas de analitos carregados com a superficie de colunas HILIC
carregadas ou zwitterionicas. No caso de atragdes eletrostaticas, um aumento na concentragao
do sal resulta na diminuicao da retengdao de analitos carregados em colunas de carga oposta,
enquanto no caso de repulsdes eletrostaticas, resulta em maior retencao de analitos carregados
em colunas com a mesma carga (GUO; GAIKI, 2005). Um relatério da Thermo Fisher
Scientific (FISHER, 2014) descreveu o impacto da concentracdo de acetato de amoénio na
separacao de uma mistura de acidos e demonstrou uma redugdo na retengao dos compostos

anionicos, quando a concentragao do sal ¢ aumentada.

Figura 9. Grafico obtido com estudo do efeito da concentragdo de sal formiato de amonio na fase movel aquosa.
O grafico mostra numero de pratos versus concentragdo de sal adicionada. Condi¢des experimentais: mistura dos
acidos organicos em concentragdo 5 mg L' na coluna (2), temperatura da coluna 30 °C, volume de injec¢do de 10
pL e fase movel acetonitrila: solugdo tampao formiato de amoénio pH 3 (75:25 v/v).

Numero de pratos versus concentragao de sal

adicionada (mmol L")
2500

, 2000

S

1500

1000

Numero de prato

0 5 10 15 20 25 30 35

Concentra¢do de sal adicionada / mmol L-!

Fonte: Autora.

No caso deste trabalho, observou-se que para as concentragdes de sal formiato de
amonio 1 e 4 mmol L™ ndo houve diferenga significativa para tempo de retencio e largura de
pico. No entanto, para as demais concentra¢des de sal adicionadas observou-se aumento em
ambos. Esse comportamento mostra a possibilidade de o mecanismo de retengao nao acontecer
por troca i6nica, uma vez que quando ha mecanismo de troca idnica ao se aumentar a
concentragao de sal, diminui a retenc¢ao dos analitos (BUSZEWSKI; NOGA, 2012).

Com a finalidade de selecionar qual melhor resultado obtido no estudo de concentragao
de sal adicionada, foi plotado um grafico da média geométrica dos niumeros de pratos versus

concentragdo de sal adicionada (Figura 9) e pode-se notar que quanto maior a concentragdo de
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sal, maior o nimero de pratos. E foi feita uma tabela comparando as concentracdes de sal

adicionadas e o maior tempo de retencao obtido (Tabela 9).

Tabela 9. Comparagdo entre concentragdo de sal formiato de amodnio adicionada e tempo de eluicdo do wltimo
analito. Condigdes experimentais: mistura dos acidos organicos em concentragdo 5 mg L™ na coluna SeQuant®
ZIC®-HILIC 3.5um,100A 150 x 4.6 mm, temperatura da coluna 30 °C, volume de injecio de 10 uL e fase movel
acetonitrila e solu¢@o tampao formiato de amonio pH 3 (75:25 v/v).

Concentraciio de sal adicionada Tempo de eluicio do

/mmol L! ultimo analito
1 11,95
4 12,48
8 14,35
20 17,84
30 19,65

Fonte: Autora.

Apesar da Figura 9 mostrar que o uso de maior concentragdo do tampao forneceu maior
nimero de pratos, optou-se por utilizar concentragdo de 8 mmol L™ pois nessa condig¢do

observou-se uma boa separacao entre os analitos com tempos de elui¢do relativamente baixos.

6.1.5 Estudo do volume de injeciao

Em virtude da verificagdo da capacidade da coluna quanto a separacdo dos compostos
em estudo, a ultima etapa das otimizagdes do método foi a avaliagdo do melhor volume de
injecdo. Foram plotados trés graficos para avaliar qual melhor condi¢do experimental (Figura
10), nos graficos consta a média geométrica das alturas, das areas dos sinais, das larguras dos

sinais pelo volume de injecdo.



Figura 10. Graficos plotados com os resultados obtidos no estudo de volume de inje¢do. Grafico a) média
geométrica das areas dos sinais pelo volume de injeg@o, b) média geométrica das alturas dos sinais pelo volume
de iniecdo e c) média das larguras dos sinais pelo volume de injego.
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Fonte: Autora.

Os graficos da Figura 10 mostram que até o volume de inje¢ao 25 pL as areas cresceram

a medida que os volumes de injecdo aumentaram e as alturas dos sinais aumentaram, chegaram

ao seu valor maximo e comegaram a diminuir. Isto aconteceu, porque os sinais ficaram mais
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largos, prejudicando a eficiéncia da separacdo. Com volume de injecdo de 25 pL os sinais ja se
apresentavam largos e por isso, optou-se por fixar o volume de inje¢do em 15 pL (e ndo em 25
uL como seria de se esperar), uma vez que com este volume ja foram obtidos sinais detectaveis,
com altura e largura de sinal aceitaveis e com uma separacao eficiente. Os cromatogramas

obtidos nesta etapa da otimizagdo encontram-se no APENDICE B.

6.1.6 Seleciao do padriao interno para o método

Neste trabalho, foi utilizada a técnica de padronizagdo interna. Esta técnica ¢
extremamente Util, pois corrige possiveis erros sistematicos em varidveis experimentais, como
temperatura da coluna e volume da amostra.

O padrao interno escolhido foi o 4cido muconico, por ser um composto quimicamente
estavel, ter estrutura quimica semelhante aos demais analitos devido ser também um acido
organico alifatico. Outro fator importante ¢ que ele apresenta tempo de retengdo diferente dos
demais e principalmente por ser um acido organico sintético, portanto ndo estd presente em
nenhuma amostra de alimento.

Na Tabela 10, estdo demonstrados os tempos de retengdo de todos compostos de

interesse deste trabalho.

Tabela 10. Tempos de reteng@o para os acidos organicos utilizados. Mistura dos acidos organicos em
concentragdo 2 mg L' na coluna SeQuant® ZIC®-HILIC 3.5um,100A 150 x 4.6 mm. Fase movel acetonitrila e
solug¢do tampdo formiato de amonio 8 mmol L' pH 3 (75:25 v/v). Fluxo da fase movel 500 pL min-!, volume de
injecdo 15 puL e temperatura da coluna 30 °C.

Analito Tempo retengdo (min)
Acético 5,45
Aminocapradico 9,04
Ascorbico 8,46
Aspartico 4,26
Cetoglutarico 8,50
Fumarico 3,65
Glicdlico 7,74
Gluconico 12,34
Glutiamico 8,52
Glutarico 4,26
Isobutirico 4,79
Latico 6,12
Levulinico 4,22
Maleico 4,26
Malico 8,91

Fonte: Autora.
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Tabela 10. (continuacdo)

Analito Tempo retengdo (min)

Malonico 5,50
Muconico* 6,43
Piruvico 6,02
Propidnico 5,15
Succinico 5,17
*Padrao interno Fonte: Autora.

6.2 PARAMETROS DE MERITO DO METODO

Apods a otimizagdo das condigdes experimentais de deteccdo e separacdo do método
proposto, avaliou-se o seu desempenho para a determinagdo de 4cidos orgénicos através dos
seguintes parametros: seletividade, linearidade, efeito de matriz, limites de deteccdo e

quantificagdo e precisao.

6.2.1 Seletividade

A seletividade ¢ um parametro importante, pois afeta os demais parametros de mérito
do método. A seletividade do método proposto pode ser atrelada ao tipo de detector empregado
com o uso do sistema de deteccdo por espectrometria de massa cada analito apresenta um
padrdo de fragmentagdes obtidas por infusdo usando o padrio puro individual de cada analito.
No espectrometro de massas triploquadrupolar usado no presente estudo, os ions precursores
selecionados no primeiro quadrupolo e seus fragmentos selecionados no terceiro quadrupolo
permitem a identificacdo de cada composto de forma inequivoca, uma vez que as informagdes
sobre as fragmentagdes dos analitos foram adequadamente obtidas (item 6.6.1). Além disso, a
retencao diferencial dos analitos na coluna permite que sejam resolvidos por tempo de eluigao.
Porém, embora a seletividade possa ser associada ao sistema de deteccdo, componentes da
matriz de uma amostra complexa podem comprometer esse parametro de forma que isso
influenciard na escolha do tipo de calibragdo possivel de ser usada. Dessa maneira, para
complementar a avaliacdo da seletividade do método e decidir o tipo de calibracdo a ser
empregada deve-se utilizar mais informagdes comparando as curvas de calibragao por
padronizagdo interna e por adi¢do de padrao, as quais serdo apresentadas e discutidas a seguir.

Na Figura 11 constam os sinais da fragmentacao do 4cido malonico.
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Figura 11. Sinais correspondentes da fragmentacao do dcido maldnico. a) Sinal do 4cido maldnico ap6s extragdo
dos ions, b) Sinais dos fragmentos separados para acido maldnico.
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a) . XIC of -MRM (62 pairs): 102,848/59,000 Da ID: MALONICO from Sample 11 (4,00 ppm) of 070518_LSET1.wiff (Turbo Spray)
. XIC of -MRM (62 pairs): 102,848/58,300 Da ID: MALONICO from Sample 11 (4,00 ppm) of 070518_LSET1.wiff (Turbo Spray)
B XIC of -MRM (82 pairs): 102,848/41,000 Da ID: MALONICO from Sample 11 (4,00 ppm) of 070518_LSET1.wiff (Turbo Spray)
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Fonte: Autora.

Na Figura 11, item (a) constam os sinais da fragmentacao sobrepostos do 4cido malonico e
no item (b) constam os sinais apos a extracao de cada fragmento separado.
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6.2.2 Linearidade

6.2.2.1 Calibragdo por padronizag¢do interna

Para o estudo da linearidade foram preparadas solugdes de mistura de padrdes em 22
niveis de concentracdo devido a possibilidade de os acidos apresentarem distintas faixas
lineares. As curvas de calibracao foram feitas por padronizagao interna. Para construir as curvas
de calibragio foi utilizado o sofiware Excel®. No mesmo sofiware foram feitos os estudos
estatisticos com o recurso de analise de dados e regressao linear. Um dos critérios de aceita¢ao
foi baseado em graficos de distribui¢do de residuos, os quais ndo devem apresentar um padrao,
isto é, devem ser aleatdrios (estdo demonstrados no APENDICE C). Outro critério adotado foi
a andlise de varidncia utilizando as médias quadraticas para avaliar se a equagdo de regressao ¢
estatisticamente significativa. Os valores de F tabelados foram consultados de acordo com os
resultados de graus de liberdade da regressao e dos residuos na tabela ANOVA fornecida pelo
software Excel®.

Quando o coeficiente angular igual € a zero, ou quando ndo ha relagdo entre x e y, pode-

se demonstrar que a razdo entre as médias quadraticas MQr € MQy, seque uma distribuicdo F
segue uma distribuicio F: Z—ZR ~ Fy n_ (BRUNS, SCARMINIO e NETO, 2010).

Onde 1 e n-2 sdo os numeros dos graus de liberdade da média quadratica da regressao e

1 . . . . MQg
da média quadratica residual, respectivamente. Se verificado que 0, > Fi n—2, , descarta-se a
T

possibilidade do coeficiente angular ser igual a zero e tem-se entdo evidencias estatisticas

suficientes para a existéncia de uma relacdo linear entre as varidveis X e y e quanto maior o
“Ajff melhor (BRUNS; SCARMINIO; NETO, 2010).

r

valor de

Foi realizado o teste de Shapiro-Wilk para verificar a distribuicdo normal dos dados. Os
valores de W foram calculados com auxilio do software Statistica 7.0 e os valores obtidos estao
na tabela 12. Foi utilizado o nivel de significancia a = 0,05, estabelecendo a hipdtese nula HO
para dados que provém de uma distribui¢do normal. Caso Wealculado< Wa=0,05 S€ rejeita a hipotese
nula.

Os valores de limite de deteccao (LD) e limite de quantificagdao (LQ) foram obtidos pelo
método relagdo sinal/ ruido. Foi determinado pela comparagdo dos sinais medidos de solucdes
padrdo com baixas concentragdes e dos ruidos dos brancos, definindo-se a concentragcdo minima
em que o analito pode ser detectado com um nivel de precisdo aceitdvel. A razdo sinal/ruido

deve ser maior ou igual a 3:1, propor¢do geralmente aceita como estimativas do limite de
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deteccdo e maior ou igual a 10:1, propor¢do geralmente aceita como estimativas do limite de
quantificagdo.

Os dados contidos na Tabela 11 representam os parametros analiticos e estatisticos
encontrados para cada analito utilizando-se as condi¢des experimentais previamente

otimizadas.
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Tabela 11. Pardmetros analiticos das curvas de calibracdo por padronizacdo interna.

Acético Aminocapréico Ascérbico Aspartico Cetoglutarico Fumarico Glicélico  Gluconico
Faixa calibra¢io (mg L) 2,08—22,83 0,99—- 21,78 0,32-8,62 0,99-17,82 0,40-7,92 0,58-11,50 1,97-11,83 1,03-10,26
Erro padrao 0,0075 0,0410 0,0187 0,0271 0,0401 0,0196 0,0129 0,0864
inclina¢io (L mg™) 0,0102 0,1176 1,6232 0,0692 1,1088 0,0768 0,0507 0,3146
erro padrao inclinagao 0,0004 0,0018 0,0025 0,0017 0,0056 0,0017 0,0016 0,0108
Intercepto 0,0393 0,1067 -0,1811 0,0196 -0,2653 -0,0031 -0,0372 -0,1615
erro padrio intercepto 0,0052 0,0229 0,0099 0,0164 0,0248 0,0103 0,0120 0,0672
coeficiente determinagiio (R?) 0,9930 0,9983 0,9999 0,9966 0,9999 0,9966 0,9962 0,9953
Limite detec¢io LD (mg L) 0,48 0,25 0,04 0,29 0,12 0,31 0,63 0,06
Limite quantifica¢io LQ (mg L) 1,45 0,76 0,12 0,87 0,36 0,94 1,90 0,19
F tabelado 6,61 5,591 7,7100 5,9870 10,1300 5,5910 7,709 7,7100
F obtido 713,1190 4105,235 4953,3707 1738,0020  39467,5353 2063,975 1059,7110  848,3797
Walculado 0,9411 0,9010 0,7390 0,9152 0,9590 0,8852 0,9791 0,9443
Wo=0.05 0,8030 0,8290 0,7880 0,8180 0,7620 0,8290 0,7880 0,7880

Fonte: Autora.
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Tabela 11. (continuagio)

Glutidmico Glutarico Isobutirico Latico Levulinico Maleico Malico

Faixa de calibra¢io (mg L) 2,03-16,22 0,61-16,16 0,81-12,07 0,97-15,50 0,38-21,08 0,10-11,93 0,49 — 15,65

Erro padrao 0,0966 0,2277 0,2707 0,0266 1,8639 2,8774 0,0970
inclinacio (L mg™) 0,2686 1,0628 1,1698 0,1259 3,4747 6,8519 0,2340
erro padrio inclinacio 0,0082 0,0142 0,0240 0,0023 0,0799 0,2131 0,0056
Intercepto -0,2647 0,1653 -0,2392 0,0364 6,7254 5,2885 -0,0884
erro padrio intercepto 0,0771 0,1127 0,1531 0,0173 0,8611 1,3155 0,0966
coeficiente determinacio (R?) 0,9963 0,9988 0,9975 0,9987 0,9974 0,9942 0,9954
Limite deteccio LD (mg L) 0,43 0,16 0,06 0,29 0,01 0,01 0,10
Limite quantificacio LQ (mg L) 1,28 0,48 0,19 0,89 0,04 0,01 0,29
F tabelado 7,709 5,5910 5,9870 7,709 6,6080 5,9870 5,3180
F obtido 1081,5900 56209585 2377,4465 3119,1970  1893,4030 1033,6900 1733,6310
W alculado 0,9333 0,8739 0,9178 0,8713 0,6699 0,7578 0,8437
Wa=0,05 0,7880 0,8290 0,8180 0,7880 0,8030 0,8180 0,8420

Fonte: Autora.
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Tabela 11. (continuacdo)

Maloénico Piruvico Propionico Succinico
Faixa de calibrac¢io (mg L) 0,2091 —6,2726 0,5198 — 12,4740 0,9009 — 13,5135 11,0230 — 16,3680
Erro padrao 0,1911 0,0171 0,0255 0,6514
inclina¢do (L mg™!) 1,5839 0,0969 0,0749 1,3464
erro padrio inclinacio 0,0316 0,0014 0,0020 0,0470
Intercepto 0,2638 0,0341 0,0550 2,4860
erro padrio intercepto 0,0798 0,0097 0,0154 0,4481
coeficiente determinacio (R?) 0,9968 0,9988 0,9957 0,9951
Limite deteccio LD (mg L) 0,04 0,10 0,24 0,11
Limite quantificacio LQ (mg L) 0,12 0,29 0,73 0,32
F tabelado 5,3180 5,9870 5,9870 7,7090
F obtido 2519,9455 4905,0491 1373,420835 820,3759
W alculado 0,7321 0,8949 0,9432 0,9228
Wa=0,05 0,8420 0,8180 0,8180 0,7880

Fonte: Autora.
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De acordo com a Tabela 11, pode-se perceber que cada analito apresentou uma
faixa de calibracdo diferente. Os valores de erro padrio da faixa linear, inclinacdo e
intercepto foram significativamente baixos. Os coeficientes de determinacio (R?)
apresentaram resultados satisfatorios uma vez que todos maiores que 0,99. Os limites de
deteccdo variaram de 0,01 a 0,63 mg L™ e os limites de quantificagdo variaram de 0,01 a
1,90 mg L.

Para todos os acidos foi confirmada uma relacao linear, uma vez que todos os
valores F obtidos foram maiores do que os F tabelados. Porém, para os acidos ascérbico,
levulinico, maleico e malonico, os quais apresentam W alculado< Wa=0,05, S€ rejeita a
hipotese nula HO e os dados nao provém de uma distribui¢do normal. Para os demais
acidos, os dados provém de uma distribui¢do normal. Em relagdo aos graficos de
distribui¢do dos residuos das regressdes (APENDICE C) todos demonstraram pontos

dispersos, sendo assim os residuos sdo independentes da concentragao.

6.2.2.2 Calibragdo por adi¢cao de padrao usando padrdo interno

Depois de obtidas as linearidades a partir das calibracdes por padronizagao
interna, foi realizado o estudo de efeito de matriz usando calibrag¢do por adi¢cao de padrao.
Foram escolhidas cinco matrizes alimenticias: vinagre, vinho, cerveja, suco de laranja e
iogurte. Primeiramente, foram injetadas as amostras sem fortificacdo, apenas diluidas
para verificar quais os acidos estavam presentes nas diferentes matrizes e pelas areas
obtidas prever quais as diluigdes adequadas.

Depois de verificadas as 4reas e comparando-as com as curvas de calibragdo
obtidas na linearidade, foram decididas as dilui¢des utilizadas: vinagre diluido 50 e 200
vezes, vinho 100 e 500 vezes, cerveja 10 e 100 vezes, suco de laranja 100 e 500 vezes e
iogurte 30 e 250 vezes. Essas matrizes foram fortificadas com concentracdes conhecidas
dos analitos descritas no item 5.1.4.

Para todos os analitos procurou-se comparar os coeficientes angulares das curvas
de adicao de padrao da amostra com aqueles obtidos com a padronizagdo interna. Os

resultados obtidos estdo demonstrados na Tabela 12.
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Tabela 12. Equacgoes das curvas de calibracdo por padronizacdo interna e por adi¢do de padrio obtidas nas diferentes matrizes alimenticias e em diferentes diluigdes.

Equacgao da curva da

Equacao curva adigdo

Equacao curva adigdo

Equagao curva adigdo

Equagao curva adigdo

Equacdo curva adigdo

Analito adronizacio interna vinagre diluido 50x e vinho diluido 100x e cerveja diluida 10x suco diluido 100x e iogurte diluido 30x e
P ¢ 200x 500x e100x 500x 250x
y = 0,0140x + 0,0054  y=0,0089x-0,0131  y=0,0223x- 0,0222 _y = 0,0066x - 0,0023 10,0108 -
§ = 0.0102x + 0,0393 R2=0,972 R =0,9506 R =0,9981 R2=0,978 y 01;? :ng988’10033
» -
Acético R?=0,9930 y=0,0081x +0,0048  y=0,0045x - 0,0052  y=0,0088x - 0,0157  y=0,0072x - 0,0083  0.0054x - 0.005
R2=0,9727 R = 0,9862 R2=0,9323 R2 = 0,8996 Y R 004l
y=0,1339x + 1,1997  y=0,0718x+0,3679 y=02793x+0,7327 y=0,0619x-0,0185  y=0,0399x - 0,0171
y=0,1176x + 0,1067 R2 = 0,9982 R2 = 0,9848 R2=0,9527 R = 0,9629 R2=0,9714
Ami bi R = 0,9983
THIHOEAPIOICa y=0,2625x + 0,0476  y=0,0669x +0,0166  y=0,0376x+0,0449  y=0,0702x-0,083  y=0,0112x +0,0511
R2=0,9615 R2 = 0,9868 R? = 0,9404 R2=0,9972 R? = 0,9654
y=0,0152x - 0,0067  y=0,384x-0,0444  y=0,5478x-0,2273  y=0,1933x+0,9963  y=0,2766x - 0,0583
y=1,6232x - 0,1811 R? = 0,8097 R? = 0,9854 R = 0,992 R2 =0,9923 R2=0,9915
Ascorbico R2=10,9999
y=0,0554x +0,0122  y=0,195x-0,0602  y=04403x+0,259 y=10,688x+8,6559  y=0,2588x - 0,2226
R? = 0,9695 R2 = 0,9548 2 = 0,9844 2= (,7695 R2=0,9513
y=0,1301x - 0,0152  y=0,052x-0,0281  y=0,0735x-0,1035  y=0,0492x - 0,0832 v =0,0457x - 0,0489
y = 0,0692x + 0,0196 R2=0,9827 R? = 0,9845 2= ,9801 2= ,9123 R2 = 0,9905
Aspirti R =0,9957
spartico : y=0,0669% - 0,0064  y=0,0433x-0,0705  y=0,0494x-0,0843  y=0,0542x-0,0938  y=0,0346x - 0,0446
R2=0,9971 R = 0,9696 R2=0,9547 R = 0,9493 R2=0,989
B y=0,7115x + 0,4632  y=0,2476x-0,1644  y=0,2613x - 0,4666  y=0,2449x - 0,4644  y=0,0732x - 0,1358
Cetoelutirico Ho 00> R = 0,9983 R® = 0,9754 R = 0,9347 R = 0,8999 R®=0,9134
etoglutarico - y=0,4448x - 0,0368  y=02505x-0,3862  y=0,1432x+02795 y=0,1392x+0,2148  y=0,0442x - 0,0747
R2 = 0,9969 R2=0,9749 R? = 0,6283 R2=0,7581 R =0,9584

*Numero médio de niveis adicionados, n=4.
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Tabela 12. (continuagdo)

Equacgao da curva da

Equacao curva adigdo

Equacao curva adigdo

Equacao curva adigdo

Equacao curva adigdo

Equacdo curva adigdo

Analito dronizacio i vinagre diluido 50x e vinho diluido 100x cerveja diluido 10x suco diluido 100x e iogurte diluido 30x e
padronizagao interna 200x €500x e100x 500x 250x
y = 0,0768x - 0,0031 y=0,0562x +0,0502  y=0,0457x - 0,0234 y=0,0358x - 0,0134  y=0,0405x - 0,0037 y =0,0416x - 0,0267
o R2 = 0,9966 R2=0,9973 R2=0,981 R2 =0,9884 R2=0,9995 R2 = 0,9664
Fumarico y=0,0420x + 0,0057  y=0,0384x-0,0223  y=0,0425x-0,1139  y=0,0454x - 0,108 y =0,0387x - 0,056
R2 =0,9995 R2=0,9827 R2 =0,9208 2=(,9475 R2=10,9723
y = 0.0507x - 0,0372 y=0,0571x + 0,0386 y =0,0325x - 0,0074 y =0,0372x - 0,0051 y=0,0156x + 0,013 y=0,041x + 0,022
Glicélico R2 = 0.9962 R2 =0,9983 R2 = 10,9968 R2=0,9971 R2 =0,9853 R2 = 0,9604
y = 0,0452x + 0,0087 y =0,026x + 0,0036 y =0,0242x - 0,0379 y =0,0223x - 0,009 y =0,0315x - 0,0001
R2=0,999 R2 =0,9929 R2=0,9773 R2 =0,9876 R2=0,9992
y=1,0863x +0,2034  y=0,6949x - 0,4378 y=0,9766x - 0,8617 y=0,7831x - 0,9886 y=0,5459x - 0,3117
Glutirico Y~ 1:0628x +0,1653 R2 =0,9985 R2 = 0,9645 R2 = 0,9497 2=(,9786 R2=0,9677
R2=0,9988 y=0,9919x + 0,0255 y =0,724x - 0,7897 y =0,6667x - 0,5341 y=0,9589x - 2,251 y = 0,4844x - 0,3685
R2 =0,9998 R2=0,9971 R2 =0,8869 2=0,9719 R2=0,929
y=0,1187x + 1,8163  y=02214x+0,1136  y=0,1342x +0,2656  y=-0,081x+0,9184  y=0,3818x + 11,505
Latico y=0,1259x + 0,0364 R2=0,9857 R2=0,9926 R2=0,9893 R2=0,1934 R2=0,148
R2 =0,9987 y=0,1265x +0,3574  y=0,0519x+0,1247  y=0,1166x-0,2807  y=0,0204x + 0,0509 y=0,1586x + 0,512
R2=0,9962 R2=0,912 R2 =0,9698 R2=10,9254 R2 =0,9646
y=0,2799x + 0,3703 y=0,2145x - 0,0879 y=0,2793x - 0,142 y=0,2152x - 0,2823 y=0,2091x - 0,2813
Levulinico y=1,8639x + 6,7254 R2=10,9991 R2=0,9878 R2=0,9843 R2=0,905 R>=0,9764
R2=0,9974 y =0,2254x + 0,032 y =0,1696x - 0,1987 y=0,1984x - 0,5186  y=0,2286x - 0,5581 y=0,1601x - 0,09
R2 =0,9988 R2=0,9892 R =0,934 2=(,9648 R2 =0,9608
y = 6.8519% + 5.2885 y=83198x +8,7731  y=42718x+1,3083  y=5,5766x +4,6641  y=28608x+0,6069 y=45292x+ 17133
Maleico R 0,995 R2=0,9532 R2 = 0,9964 R2 =0,9605 R2 = 10,9964 R2=0,9936
’ y=5,9528x +4,2196  y=239154x +2,9428 y=4,0741x - 0,251 y =3,4715x +2,4427 y =3,9859x + 1,461
R2=0,978 R2=0,9714 R2=0,996 R2=0,9635 R2=0,9815
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Tabela 12. (continuagdo)

Equac@o da curva da

Equacao curva adigao

Equacao curva adigdo

Equagao curva adigdo

Equacdo curva adigdo

Equacao curva adigdo

Analito padronizacio interna vinagre diluido 50x e vinho diluido 100x cerveja diluido 10x suco diluido 100x e iogurte diluido 30x e
200x e500x e100x 500x 250x
y=02340x- 00884 Y- O2T9X 136179 y=01159x-0,1203  y=01643x-04465  y=02529x-06879  y=00362x-0,0671
Malico e 09954 R>=0,6711 R>=0,9013 R>=0,9119 R>=0,9113 R> = 0,9996
’ y=0.2305x+0392  y=0,1224x-0,2939  y=0,0669x +0,1064  y=0,1066x +0,0708  y=0,0185x - 0,0447
R*=0,9912 R>=0,9571 R*=0,5162 R>=0,7913 R* = 0,9693
y=3,0425x + 0,0053  y=1,1144x-0,625]  y=1,9501x - 1,7351 y=0815x- 12969  y=1,0619x - 0,7048
o y=1,583% + 0,2638 R? = 0,9845 R>=0,9694 R?=0,9259 R* = 0,9693 2=0,9691
Malonico R*=0,9968 y=1,686x-02202  y=0,628x-04504  y=08114x-2,1656  y=0,5365x-0,5284  y=0,6789x - 0,8817
R = 0,9985 R = 0,9439 R = 0,9226 R?=0,8951 R2 = 0,9844
y=0,1495x + 0,4456  y=0,0514x + 0,3894  y=0,094x - 0,0787  y=0,0432x + 02281  y=0,629x + 0,7535
o y = 0,0978x + 0,0065 R* = 0,9695 R>=0,991 R*=0,9474 R>= 0,961 2= (,8998
Pirivico R> = 0,9989 y = 0,082 + 0,0496 y = 0,049x - 0,0038 y=0,0875x - 02199  y=0,012x + 0,0771 y=0,307x - 0,1215
R = 0,9956 R?=0,9525 R> = 0,9529 R2=0,6015 R2=0,9415
y = 00656 + 00673 Y- 001X 02972y =0.0299x £ 00233 y=0,0485x+0.0043  y=0,0287x-0.0736  y=00104x-00179
Propiénico 27 - 0.9960 R? = 0,8904 R = 0,8208 R = 0,7244 R = 0,944 R = 0,9862
’ y=0,013x +0,1152 y = 0,024x - 0,0233 y = 0,0205x - 0,046 y =0,105x + 0,035 y=0,0117x - 0,0247
R2 = 0,992 R2 = 0,9451 R = 0,9887 R2=0,8167 R2 = 0,998
B y=0.2431x+ 69234  y=0,2323x + 54233 y=1,1366x - 2,9853 y =0,513x - 0,4608 y = 0,239 - 0,4133
Succinico y= 11’{324:6‘(‘)"9; 521’4860 R>=0,8335 R2=0,781 R>=0,9314 R2=0,9308 R = 0,9864
’ y=03603x+1,3243  y=0,8328x-1,7539  y=0477x-1,1184  y=02594x+1,0768  y=0,1706x + 0,4658
R2=0,9558 R2 =0,9979 R2=0,9782 R2=0,6272 R =0,5379

Fonte: Autora.
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Para os acidos acético, gluconico, glutdmico e isobutirico foram obtidos alguns
resultados com baixa correlagdo linear, principalmente para as amostras cerveja, suco e
iogurte nas condi¢gdes mais diluidas. Isso pode ter acontecido porque foram as amostras
injetadas por ultimo, devido a utilizagdo de injetor automatico e eram muitas amostras,
estas que ficaram por ultimo demoraram mais de 24 horas para serem injetadas.

Em relagdo aos resultados obtidos, trés observagdes sdo importantes de serem
ressaltadas. A primeira ¢ que de forma geral, as equagdes de adi¢do de padrao obtidas
para o vinagre diluido 200 vezes foram as que apresentaram menores diferencgas entre os
coeficientes angulares obtidos, destacando-se os acidos: acético, aspartico, glicdlico,
glutérico, latico, maleico, malico, malonico e piruvico. Para os acidos aspartico e latico,
as diferencas entre os coeficientes angulares foram menores do que o erro padrdo da
inclinagdo da curva externa. Portanto, o vinagre diluido 200 vezes foi a amostra que
obteve menor efeito de matriz dentre todas as solucdes testadas. Para o vinagre diluido
50 vezes, nao houve um significativo efeito de matriz para os acidos aminocaproico,
glicolico, glutarico, latico e malico. Porém, apenas para o acido latico a diferenga entre
os coeficientes angulares foi menor do que o erro padrao da inclinagdo da curva externa.

Para as solugdes fortificadas de suco de laranja, os resultados obtidos de
calibracdo por adicdo de padrido estdo muito distintos em relacdo aos coeficientes
angulares da padronizagdo interna, o que indica que o suco de laranja apresenta efeito de
matriz. No entanto, estes coeficientes ndo apresentaram muita diferenca entre si ao se
comparar as diluigdes 100x e 500x, para os acidos acético, aminocaprdico, aspartico,
fumarico, glicolico e levulinico. Isso mostra que a diluigdo ndo apresentou muita
diferenca no caso desta matriz.

Por fim, para alguns 4cidos observou-se que os coeficientes angulares obtidos para
as amostras foram muito diferentes daqueles presentes na padronizagdo interna, mas se
forem comparados os resultados de todas as matrizes entre si, eles estdo muito proximos.
Pode-se destacar este comportamento para o acido cetoglutarico, ao se comparar os
resultados obtidos nas equacdes de reta do vinho diluido 100 e 500 vezes, cerveja diluida
10 vezes e suco de laranja diluido 100 vezes.

Variagoes de inclinacdo de até 10 % sdo aceitaveis. Foram obtidas variagdes de
slope aceitaveis em pelo menos uma das dez equacdes de adicdo de padrdo para os
analitos: acético, aspartico, glutarico, latico, malico, malonico e pirtivico. No entanto, a
maioria dos 4cidos apresentou variacdes maiores de 10 % em todas as equagdes obtidas.

Portanto, de acordo com os resultados obtidos, a calibracdo ideal a ser feita para a
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quantificagdo dos analitos nas amostras de interesse ¢ por adicao de padrao em todos os

Casos.

6.3 EXATIDAO

Os resultados médios obtidos através de testes de recuperagdo dos acidos
organicos em trés niveis de concentracdo adicionados nas amostras de vinagre, vinho,

cerveja, suco de laranja e iogurte, estdo demonstrados na Tabela 13.
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Tabela 13. Percentual de recuperagdo para o método desenvolvido, avaliado em trés niveis de concentragdo, com cinco diferentes matrizes, fortificadas com mistura
dos padrdes de acidos organicos.

Matriz A di(é(i):::g;r/aggo e Acético Aminocapréico  Ascorbico Aspartico  Cetoglutarico  Fumarico Glicdlico
1 98,54 £ 13,03 114,81+ 42,79 131,33+ 18,48 62,91 +22,74 79,93 £14,09 135,54 +12,00 91,81=+16,31
Vinagre 2 118,58+ 11,38 100,53 £ 10,79 52,05+ 15,85 86,71 £ 17,15 88,59 £9,43 113,76 £ 11,03 79,11 £26,18
4 106,19 + 10,57 91,09 £ 6,57 123,77+29,03 95,25 + 26,79 70,82 £5,30 108,54+ 1,87 99,89 + 12,24
1 84,15+ 19,23 118,12 £ 17,05 135,13 +12,89 105,59+19,74 132,10+ 1,89 94,53 £ 11,44 77,69 £ 4,25
Vinho 2 53,53 £21,02 98,93 £21,90 97,30 + 15,64 96,31 £ 5,61 147,12 £ 6,48 91,45+ 12,775 85,81 +32,44
4 80,69+ 17,11 85,74 £4,12 49,65+ 1541 71,66 +£18,37 121,59+ 13,34 88,30 + 8,25 95,19 + 8,69
1 159,41 £ 10,32 145,77 £ 1,51 121,25+ 18,41 82,09+ 5,02 57,67 9,98 67,71 £ 18,02 61,93 + 38,04
Cerveja 2 131,68 + 8,21 97,57+ 17,73 150,22 £9,14 66,97 + 3,59 80,89 £ 11,23 80,17+32,04 44,67 + 23,12
4 130,20 + 6,42 60,25 +4,13 117,60 £ 11,06 79,40 +£ 9,27 106,60 + 7,60 84,95 £24,13 87,69 £3,61
1 4645+12,45 123,16 +13,89  11532+24,74 9437+726  62,14+13,55 97,74+19,58 92,69 + 17,25
Suco de 2 42,79+ 13,11 7513+12,03  82,57+139  40,69+10,60 108,83+49,15 82,43+1566 83,51+ 6,53
laranja 4 73,46+ 12,56 86,62 % 11,60 99,85+2,57  49,67+12,35 12548+11,00 127,40+20,11 138,92+ 15722
1 65,78 £20,87 83,67 £21,23 117,56 £4,78 80,99 + 20,81 55,82 £6,23 109,40 +41,37 109,26 + 12,39
Togurte 2 97,12+ 18,92  64,59+39,59  101,45+22,59 64,.83+1329 80,79+26,04  96,47+9,14 112,06+ 26,68
4 95,85+ 1503  6721+1624  12430+1526 77,65+10,48  77,85+13,77 94,04+24,87 88,58 + 18,18
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Tabela 13. (continuagdo)

Matriz A di?:::;;r/afgobl Gluconico Glutamico Glutarico Isobutirico Latico Levulinico
1 112,72+ 11,05 101,11 £9,23 119,84+16,34 112,14+13,81 108,28 +12,03 86,69 +25,85

Vinagre 2 98,65+ 11,28 86,00+ 12,48 121,56+12,69 118,05+3,34 126,00+ 16,78 89,04 + 15,19
4 88,26+ 11,23 101,02+5,12 108,20+ 10,62 96,31 +£8,34  109,07+2,51 86,36+11,54

1 103,92+ 13,7 97,55+7,43 11528 +33,62 78,94+17,33 105,70+6,55 84,11 +£3,86

Vinho 2 100,76 +21,6 57,91 £30,58 108,83 +18,20 61,54+11,81 93,99+1593 96,75+ 10,46
4 96,21+ 13,1  91,40+£24,26 111,55+6,69 129,71 +29,08 98,10+ 8,24 85,98 + 24,23

1 92,12+£22,6  99,99+20,71 73,31 +14,84 104,28+20,49 8249+37,69 90,67+ 17,59
Cerveja 2 95,89+ 13,7 92,03+17,65 84,52+18,59 7481+£1571 7598+12,89 119,20+2547
4 11428 +2,9 89,45+33,94 84,99+4,08 111,96+520 115,58+14,96 130,50+ 16,02

1 112,29+5,41  81,12+£20,55 74,53+10,07 146,76 1,45 9191+17,49 60,18 + 13,57

Suco de laranja 2 64,10+3,13  115,04+£2742 91,74+£9,74 6533+£10,84 101,35+£19,92 94,38+ 11,75
4 104,18 £ 12,81 69,77+ 16,53 92,81 £17,26 106,57 +6,75  79,20+4,23 88,51 £16,98

1 79,16 £3,21 111,71 £13,39 73,06+ 10,25 7528 +14,87 87,06+9,52 74,85+ 31,41

Togurte 2 106,59 £8,95 116,80 +21,84 66,20+21,99 99,09+ 18,61 116,92+15,72 93,26+6,95
4 63,35+£22,16 95,83+26,09 97,90+3486 110,85+4,08 136,86+21,97 107,97 +23,76
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Tabela 13. (continuagdo)

Matriz A d:z(i):::g;r/afgobl Maleico Malico Malonico Pirdvico Propionico Succinico

1 132,41 £23,68 123,62+ 14,39 86,40+9,37 113,80+12,83 84,70+17,27 84,09+ 16,04
Vinagre 2 120,05+ 13,20 119,69+ 14,59 89,12+ 13,90 92,50+ 15,60 110,42+ 11,68 114,47+ 14,90
4 106,23 + 18,68 110,46+27,87 100,57+ 18,04 110,35+£19,23 115,79+10,36 120,28 + 6,95

1 93,49+17,54 7298+11,75 139,43+12,03 101,85+£5,22 114,16+8,47 66,71 £13,13
Vinho 2 85,04+ 12,75 79,78 £ 14,07 138,68+ 15,64 112,75+3,48 109,86+12,56 114,90=+15,38
4 68,03 £2843 132,86+31,99 150,65+£498  96,46+9,27 103,19+ 18,02 90,94+ 12,99

1 92,44+£19,04 95,55+14,23 120,23+11,06 79,09+7,65 108,76 15,66 45,13 +23,44

Cerveja 2 106,25+ 3,78 83,65+ 5,94 88,77+9,14  93.45+10,65 78,54 +4725 76,45+ 4,13
4 100,66 +9,87 68,49 +4,71 90,90 £5,39  68,99+12,34 155,05+8,69 60,23 £ 17,32

1 106,09+ 12,91 79,50 + 6,99 105,73 £ 7,57 94,14+20,86 43,15+ 17,25 86,83 + 6,78

Suco de laranja 2 88,23 +£10,23 51,51+11,94 111,32+22,89 128,56+1,89 88,41 +3,61 84,99+ 11,64
4 72,75+ 8,18 47,42 +£251 82,09+ 15,64 93,89+998 88,19+ 1522 137,92 +£29,30

1 107,35+4,57  53,00£7,65  78,67+19,74 82,40+11,24 79,97+1239 123,98+9,24
Togurte 2 131,18+ 8,09  82,88+16,10 103,32+18,37 70,72+7,65 86,47+18,78 111,34+16,89
4 102,29+ 21,56 128,58 +17,77  85,03+4,63 46,99+ 13,45  65,67+291 85,93+ 11,46

Fonte: Autora.
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Para o método desenvolvido e aplicado, de forma geral, as recuperagdes variaram
de 40,69 a 159,41 %. Na matriz de vinagre, as recuperagdes foram de 52,05 (ascorbico)
a 135,54 (fumadrico) %. Na matriz de vinho, foram obtidas recuperagdes de 49,65
(ascorbico) a 150,65 (maldnico) %. Na matriz de cerveja, obtiveram-se valores de 44,67
(glicolico) a 159,41 (acético) % de recuperagdo. Na matriz de suco de laranja, as
recuperagoes variaram de 40,69 (aspartico) a 146,76 (isobutirico) %. Por fim, na matriz
de iogurte, as recuperagdes obtidas foram de 46,99 (piruvico) a 136,86 (latico) %.

A AOAC (2016) considera valores de recuperacdo entre 80 e 110 % como
aceitaveis, para analitos presentes nas amostras em niveis de mg L. Os analitos acidos
fumarico, glicolico, glutamico, levulinico ¢ maleico foram os que obtiveram maior
numero de valores aceitaveis. Além disso, para as matrizes de vinagre e vinho, foram
obtidos os resultados de recuperagdes mais adequados, como € possivel observar na

Tabela 13.

6.4 PRECISAO

ApOs o ensaio de exatidao, foi avaliada a precisdao dos resultados obtidos no estudo
de efeito de matriz. Em virtude da grande quantidade de matrizes e resultados obtidos no
estudo, optou-se por avaliar a precisdo intra e inter-ensaio apenas para a matriz de vinagre.
Foram avaliados os tempos de retengdo e as areas dos sinais dos cromatogramas injetados.

Os resultados obtidos estao apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Valores de precisdo intra e inter-ensaio para o método desenvolvido, avaliado em trés niveis de
concentra¢do, utilizando mistura dos padrdes de acidos organicos.

Intra-ensaio (CV %) Inter-ensaio (CV %)
Analito Concentr?gﬁo n=3 n=6
(mg L) Tem~po de' Area do sinal Tem~po de. Area do sinal
retencio (min) retencio (min)

1 0,31 4,83 3,11 20,38
Acético 2 0,59 10,49 2,35 16,19
4 0,35 17,95 1,74 18,32
1 0,74 22,16 16,86 13,58
Aminocapréico 2 0,76 24,70 3,12 17,22
4 0,81 17,18 2,87 23,45
1 1,25 10,16 2,71 13,04
Ascorbico 2 1,64 12,10 2,75 11,02
4 1,28 16,37 2,67 15,85
1 0,76 20,12 5,69 17,34
Aspartico 2 0,79 6,68 5,08 15,95
4 0,88 16,11 1,87 12,78
1 0,14 11,23 3,24 12,40
Cetoglutarico 2 0,37 6,03 3,25 9,61
4 0,37 9,69 3,18 9,49
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Tabela 14. (continuacdo)

Intra-ensaio (CV %) Inter-ensaio (CV %)
Analito Concentr?g:ﬁo n=3 n=6
(mg L) Tem~po de' Area do sinal Tem~po de‘ Area do sinal
retencio (min) retenciio (min)

1 0,98 7,61 2,01 15,25

Fumarico 2 3,41 10,58 0,60 14,15

4 1,47 17,39 1,85 9,86

1 0,72 12,28 2,24 8,35

Glicolico 2 0,75 13,23 2,38 9,59

4 0,65 10,48 2,33 8,06

1 1,83 11,39 4,63 14,31

Gluconico 2 2,09 17,42 3,95 17,70
4 2,05 12,02 4,06 13,55

1 0,57 7,13 2,79 12,01

Glutamico 2 0,34 2,69 3,32 8,36
4 0,37 11,69 3,26 11,93

1 0,92 9,99 1,69 15,22

Glutarico 2 0,89 12,49 1,52 9,88
4 0,89 17,24 1,68 11,92
1 0,65 8,20 3,69 14,04

Isobutirico 2 0,39 10,02 1,48 8,22
4 0,30 10,91 1,72 8,60
1 0,21 10,73 2,00 17,22

Latico 2 0,33 17,98 1,85 7,27
4 0,27 15,96 1,94 17,44
1 0,15 15,65 2,29 18,59

Levulinico 2 0,15 5,30 1,61 9,97
4 0,13 6,08 1,20 17,62

1 0,15 3,92 2,14 7,34
Maleico 2 0,14 9,78 1,88 17,73
4 0,13 8,68 1,75 16,47
1 1,12 8,88 2,21 17,07
Malico 2 0,77 12,18 2,73 15,38
4 1,08 10,92 3,06 14,01
1 0,28 10,39 2,66 12,56
Maloénico 2 0,40 12,82 2,23 15,58
4 0,49 6,50 2,18 10,28
1 0,51 15,04 3,77 14,68
Pirdvico 2 0,42 17,99 3,03 10,75
4 0,32 12,01 3,10 11,48

1 0,18 16,79 1,98 4,67

Propidnico 2 0,16 19,34 2,49 7,28
4 0,23 17,71 2,39 19,09
1 0,13 9,19 1,71 11,93

Succinico 2 0,09 11,24 2,48 8,97
4 0,15 10,18 2,30 17,99

Fonte: Autora.

Os valores de CV da precisado intra-ensaio variaram de 0,09 a 3,41 % para tempo
de retengdo e 2,69 a 24,87 % para area do sinal. Observou-se um maior CV para precisdo

inter-ensaio, os valores variaram entre 0,60 a 16,86 % para tempo de retencao e 4,67 a
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23,45 % para area do sinal aplicando o método desenvolvido. Os resultados obtidos para
precisdo intra-ensaio para tempo de retencdo foram considerados adequados. De acordo
com a AOAC (2016), o coeficiente de variagdo estd relacionado com o nivel de
concentracdo do analito na amostra, sendo que para niveis de concentracao da ordem de
mg L' consideram-se adequados valores de CV de até 11%. Para a maioria dos analitos,
os resultados obtidos com os testes de precisdo foram adequados (menores que 11 %), no
entanto foram obtidos alguns resultados de CV acima do recomendado. De forma geral,

pode-se considerar o0 método preciso para a maioria dos acidos organicos.

7 APLICACAO DO METODO

7.1 VINAGRE

A identidade e concentragdo dos acidos orgéanicos alifaticos presentes no vinagre
podem fornecer informagdes a respeito da composi¢do do material, crescimento
microbioldgico e até mesmo técnicas de processamento. Para a aplicacdo do método
proposto, cinco amostras diferentes de vinagre foram utilizadas para determinagdo dos
acidos organicos. Duas amostras de vinagre de cana-de-agucar, duas de vinagre de maca
e uma de vinagre de mel. Os resultados obtidos em cada uma das amostras estdo

apresentados nas Tabelas 15 a 20.

Tabela 15. Resultados das analises dos acidos organicos alifaticos na amostra vinagre de cana-de-agucar
1

Analito M(elﬁlgalf 1§D
Latico 0,22 +£0,01
Propiodnico 0,52 + 0,09
Succinico 0,93 £ 0,02

Fonte: Autora.

Tabela 16. Resultados das analises dos acidos orgéanicos alifaticos na amostra vinagre de cana-de-agucar
2.

Analito M(erﬂ:gali SD
Aminocaprdico 0,13 +£0,01
Latico 0,65+ 0,01
Propionico 0,45+ 0,01
Succinico 0,87 +0,02

Fonte: Autora.
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Tabela 17. Resultados das andlises dos acidos orgénicos alifaticos na amostra de vinagre de maca 1.

Analito M(en(i:galf' sD
Glicélico 0,16 £0,01
Gluconico 0,96 + 0,01
Latico 1,25+ 0,02
Pirdvico 0,28 + 0,02
Propionico 0,99 £ 0,01
Succinico 1,70 £ 0,02

Fonte: Autora.

Tabela 18. Resultados das andlises dos acidos orgénicos alifaticos na amostra de vinagre de maga 2.

Analito M(elﬁlgaiz_ SD
Aminocapréico 0,31 £0,02
Gluconico 0,56 £0,01
Latico 1,31+ 0,03
Piruvico 0,30+ 0,02
Propionico 1,35+ 0,04
Succinico 2,29+ 0,03

Fonte: Autora.

Tabela 19. Resultados das analises dos acidos organicos alifaticos na amostra de vinagre de mel.

Analito M(enilgaﬁ SD
Aminocapréico 0,78 £ 0,04
Gluconico 0,68+ 0,03
Latico 0,26+ 0,01
Propionico 1,66 £ 0,04
Succinico 2,62 +£0,03

Fonte: Autora.

Tabela 20. Resultados das analises dos acidos orgénicos alifaticos na amostra de vinagre balsimico.

Analito M(en(?llgalzi:_ 1§D

Acético 68,91 £ 0,01
Aspartico 12,49 + 0,01

Maleico 97,25+ 0,01
Propidnico 1368,63 + 0,01

Fonte: Autora.

Alguns trabalhos de determinacao de dcidos organicos em vinagre estdo presentes
na literatura. Com o objetivo de comparar os 4cidos encontrados nos vinagres testados
neste trabalho com aqueles presentes na literatura, foram escolhidos cinco trabalhos
previamente publicados.

No trabalho de (LIU et al., 2018), foram avaliados os acidos organicos presentes
em vinagre de arroz e foi encontrada uma grande variedade deles: oxalico, tartarico,
metanoico, malico, pirtvico, latico, acético, piroglutdmico, citrico, succinico e fumarico.

Sendo que os 4cidos piravico, latico e succinico também foram encontrados em todas as
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amostras de vinagre utilizadas neste trabalho, portanto ateve-se apenas as concentragdes
destes que foram (g L) 1,10 = 0,089; 1,130 + 0,059 e 0,570 £ 0,029, respectivamente.
As concentragdes de acido latico foram similares com as encontradas nos dois vinagres
de maca, e o acido succinico apresentou concentragdes mais elevadas nos vinagres
testados neste trabalho, enquanto para o acido piravico os resultados foram inferiores.

Segundo o trabalho de (LALOU et al., 2015), foram determinados os acidos
organicos encontrados em vinagre balsdmico. Os acidos citrico, férmico, latico, malico e
succinico foram encontrados e os 4cidos em comum com este trabalho foram o latico e o
succinico. A concentracdo encontrada pelos autores (em g/kg) para latico foi de 0,12 a
0,98 e para succinico foi de 0,19 a 0,43. Pode-se perceber que as concentragdes
encontradas neste trabalho estdo proximas a estes resultados, de 0,22 a 1,34 g L' para
latico e foram superiores para succinico, de0,86 a 2,68 g L.

No trabalho de SAIZ-ABAJO, GONZALEZ-SAIZ ¢ PIZARRO (2005), foram
avaliadas as quantidades de acidos orgénicos presentes em vinagre de vinho branco, de
vinho tinto, de alcool, de malte ¢ de maga. Os acidos encontrados foram o tartarico,
malico, latico, acético, citrico e succinico. As concentragdes encontradas para latico
foram: de 0,16 a 1,61 para vinagre de vinho branco, 0,14 a 0,94 para vinagre de vinho
tinto, 4,66 para vinagre de malte e 1,12 a 2,44 para vinagre de maga, todas concentragdes
em g L', Para 4cido succinico: 0,18 a 1,62 para vinagre de vinho branco, 0,27 a 1,23 para
vinagre de vinho tinto, 0,33 a 8,51 para vinagre de malte e 0,51 a 1,79 para vinagre de
maca. Com estes resultados, pode-se comparar as quantidades dos &cidos latico e
succinico nos vinagres de maga, 1,25 e 1,31 de concentragdo média para acido latico 1,70
e 2,29 para acido succinico.

Ha também dois trabalhos de determinagdo de acidos organicos em vinagres que
foram publicados na década de 90, o trabalho de Romero e Mufioz (1993), no qual foram
determinados acidos organicos em vinagre por HPLC. Foram encontrados os acidos
tartarico, malico, xiquimico, latico, acético, citrico, succinico e fumarico. Para os acidos
latico e succinico, as concentragdes foram de 0,1 a 1,8, de 0,03 a 0,58 g L,
respectivamente. O outro trabalho de MORALES, GONZALEZ e TRONCOSO (1998),
em que foram determinados &cidos organicos por cromatografia de exclusdo i6nica. Os
acidos encontrados foram: citrico, tartarico, malico, latico e acético. A concentragdo de
4cido latico encontrada foi de 0,21 a 0,65 g L™!.

Com isso, pode-se evidenciar o potencial analitico do método proposto em relagdo

a métodos previamente reportados na literatura. Particularmente para amostras de
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vinagre, o método desenvolvido neste trabalho apresentou desempenho satisfatorio para

grande parte dos compostos em estudo.

7.2 VINHO

Existem dois tipos de processo de fermentagdo do vinho, o primério (classico) e o
secundario (fermentacao malolatica). A fermentagao cléssica ¢ caracteristica das regides
do sul da Europa (Franga, Italia, Espanha e Portugal), e o 4cido tartarico ¢ o mais comum
de ser encontrado nestes vinhos. A fermentacdo maloldtica ¢ mais comum nas regides do
norte da Europa (Austria, Alemanha e Reino Unido), o clima ¢ mais frio e a luz solar
apresenta menor intensidade, levando a maiores niveis de acidos carboxilicos, em
especial o acido malico. O tipo de fermentagdo ¢ determinado pela composi¢do quimica
das uvas e com isso, as principais diferenc¢as dos vinhos provém das diferentes proporg¢des
entre os acidos carboxilicos (madlico, tartarico, latico e citrico) (MILOVANOVIC et al.,

2019). Os resultados estao apresentados na Tabela 21.

Tabela 21. Resultados das andlises dos acidos orgénicos alifaticos na amostra vinho.

Analito M((iﬂ:gali SD
Acético 362,49 + 0,84
Fumarico 170,78 £ 0,99

Glicdlico 46,00+ 0,71
Malico 652,19+ 1,19

Malonico 63,91 £0,17
Piruvico 398,68 + 1,27
Propidnico 281,70 £ 1,02

Fonte: Autora.

A andlise de 4cidos organicos em vinhos € necessaria para o controle de qualidade,
bem como para monitorar a evolu¢do da acidez durante os diferentes estidgios de
vinificacdo, ja que alteracdes importantes no vinho podem ser detectadas por alteragdes

no teor de 4cido (SILVA et al., 2015).

7.3  CERVEJA

Os acidos organicos presentes na cerveja fornecem informagdes importantes sobre

a qualidade e historia do produto, determinando propriedades organolépticas e sendo
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indicadores uteis do desempenho da fermentacdo (RODRIGUES et al., 2010). Os

resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 22.

Tabela 22. Resultados das andlises dos 4cidos orgéanicos alifaticos na amostra de cerveja.

Analito M(Tl:gai:_ 1§D
Acético 94,19+ 1,26
Aspartico 92,37 1,20
Cetoglutarico 106,52 + 1,18
Latico 130,26 + 1,20
Malico 93,11+ 1,00
Succinico 130,37 £ 1,13

Fonte: Autora.

Um estudo sobre acidos orgéanicos na cerveja (MONTANARI et al., 1999), reporta os
seguintes acidos e suas concentragdes (em mg L) em diferentes tipos de cerveja: acido malico
(14-105), piravico (10-104), latico (44-292), acético (31-171), cetoglutarico (0-20), citrico (56-
230), succinico (36-166) e citramalico (6-15). Os valores encontrados na cerveja utilizada neste
trabalho foram um pouco abaixo para acético, latico e succinico, e ficaram proximos aos valores

encontrados na literatura, para os acidos cetoglutarico e malico.

74  SUCO DE LARANJA

A industria de sucos de frutas € um dos setores que mais crescem na industria mundial de
bebidas. Isso se deve pelo fato de que os sucos de frutas, que sdo amplamente consumidos, sdo
uma parte importante da dieta humana, e se tornaram muito populares devido aos seus muitos
beneficios para a satide (como por exemplo, vitaminas e minerais essenciais, ajuda na prevenc¢ao
de cancer, ajuda na digestdo, propriedades anti-inflamatérias, aumenta a resisténcia dssea
(JANDRIC et al., 2014).

A separacao, identificagcdo e quantificagdo dos principais acidos organicos presentes em
sucos de fruta ¢ de consideravel importancia, uma vez que sua presenca e relacdo relativa podem
afetar as caracteristicas quimicas e organolépticas do suco (por exemplo, pH, acidez total,
aceitabilidade) (CHINNICI et al., 2005) fornecendo também informagdes uteis ndo apenas sobre
sua autenticidade, mas também sobre alteragdes microbiologicas que podem ter ocorrido
anteriormente (NAVARRO-PASCUAL-AHUIR et al., 2015). Os resultados obtidos estdo
apresentados na Tabela 23.

Tabela 23. Resultados das analises dos acidos organicos alifaticos na amostra de suco de
laranja.
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Analito M(en(::gali:' 1§D
Ascorbico 460,18 £ 0,17
Aspartico 517,21+ 0,95

Cetoglutarico 480,59 + 0,86
Glutarico 649,99 + 1,14

Latico 1190,69 + 0,07

Malico 302,04 £0,14

Piruvico 1870,26 + 1,01

Fonte: Autora.

Segundo o trabalho de (NAVARRO-PASCUAL-AHUIR et al., 2015), foram
encontrados os 4cidos isocitrico (84,94 a 197,08 ug mL™"), malico (1604,98-2344,80ug
mL1) e citrico (8665,77-15864,28ug mL!). E no trabalho de (SCHERER, RYBKA, et
al., 2012), foram encontrados os acidos ascorbico (320 mgL™), citrico (5170 mg L),
malico (290mg L) e tartarico (152 mg L!).Embora ndo tenham sido achados muitos
acidos em comum (apenas os acidos ascorbico e malico), neste trabalho foi encontrada

uma gama maior de acidos organicos do que nos trabalhos citados.

7.5 10OGURTE

Durante a fermenta¢do do iogurte, as bactérias do acido lactico hidrolisam a
lactose em glicose e galactose, e produzem 4cidos orgénicos. Além disso, os 4cidos
organicos no leite fermentado também sao originados do metabolismo animal durante a
producdo de leite e hidrolise da gordura do leite durante o processamento e
armazenamento. Estes compostos sdo indicadores importantes da atividade bacteriana no
iogurte e contribuem para o desenvolvimento das caracteristicas sabor e sabor desse tipo
de produto. O contetido de carboidratos e acidos orgéanicos pode ser usado, como pH e
acidez, para monitorar o processo de fermentacdo por culturas iniciais e bactérias

probidticas (COSTA et al., 2016). Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 24.

Tabela 24. Resultados das andlises dos 4cidos organicos alifiticos na amostra de iogurte.

Analito M(i?ljgali:' SD
Aspartico 177,18 £ 1,16
Cetoglutarico 239,09 + 1,08
Glutarico 103,66 £ 1,19
Latico 855,54 £ 0,08
Malico 329,83 +1,18
Propidnico 289,71 £ 1,16

Fonte: Autora.
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No trabalho de Costa et al. (2016) foram avaliados os acidos citrico, latico e
férmico em iogurte, para o acido latico que € o unico acido em comum deste trabalho,
foram encontrados valores de 7550 a 7649 mg L. Neste trabalho foi encontrada uma

concentracdo mais baixa, no entanto foram determinados mais acidos organicos.

76 ~ COMPARACAO DO METODO PROPOSTO COM METODOS DA
LITERATURA

Neste trabalho foi desenvolvido um método para determinar 19 acidos organicos
por HPLC-MS/MS. Foi utilizado mecanismo de separagdo por HILIC, através da coluna
SeQuant® ZIC®-HILIC e volume de inje¢do de 15 puL. A fase movel foi composta de
acetonitrila e solugiio tampdo formiato de aménio (8 mmol L', pH 3) na proporg¢do 75:25
(v/v) e foi usado um fluxo de 0,5 mL min'!. Tempo total de corrida de 20 minutos. Foi
avaliado o desempenho analitico do método sendo determinados os limites de deteccao
(LD) e quantificacio (LQ) para os analitos, os quais variaram de 0,0032 — 0,6349 mg L!
e 0,0092 —1,9048 mg L!, respectivamente. Os estudos de adi¢o e recuperagio realizados
para as amostras de vinagre, vinho, cerveja, suco de laranja e iogurte revelaram uma
recuperacdo variando 40,69 a 159,41 %. O preparo das amostras consistiu em apenas
diluicao.

Com o objetivo de comparar o método desenvolvido e proposto neste trabalho,
com outros métodos de determinag¢do de acidos organicos recentes, descritos na literatura,
foram selecionados cinco trabalhos e suas principais caracteristicas estdo descritas a
seguir.

No trabalho de Mortera et al. (2018), foi desenvolvido um método RP-HPLC-
DAD para determinacao de 11 acidos organicos em iogurte, leite fermentado, queijo e
vinho. Foi utilizada coluna C18 a temperatura ambiente com fase mével de tampao
fosfato 20 mmol L' a um fluxo de 1,0 mL min™'. Com tempo de corrida de 10 minutos.
Os comprimentos de onda utilizados foram de 206 a 288 nm. Foram obtidos limites de
deteccio de LD de 0,03 a 0,40 mmol L' e de quantificacio LQ de 0,09 a 1,21 mmol L'
O preparo das amostras consistiu em diluir as amostras, depois estas foram centrifugadas
e foram filtradas com filtro 0,45 um de PVDF.

No trabalho de Coelho et al. (2018), foi desenvolvido um método para analise de
5 4cidos organicos, sendo eles tartarico, malico, latico, citrico e acético, em amostras de

vinho e suco de uva. Foi utilizado HPLC-DAD para separagdo, coluna de troca ionica Hi-
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Plex H (300 x 7,7 mm) com particula interna de 8,0 um, e temperatura de 70 °C.
Comprimento de onda do DAD foi mantido em 210 nm; e fluxo foi de 0,5 mL min™' com
tempo de corrida 20 min. Fase movel foi de 4.0 mmol L' H>SO4 em 4gua ultrapura.
Obtiveram recuperagoes entre 76 e 106% e foram obtidos limites de deteccao de 0,003 a
0,044 g L' e de quantificagdo de 0,008 2 0,199 g L.

No trabalho de Costa et al. (2016), foi desenvolvido um método para analise dos
acidos citrico, latico e formico por HPLC-DAD em amostras de leite e iogurte de cabra.
Coluna Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm, 9 um); temperatura da coluna de 60 °C. Fase
moével aquosa com 3 mmol/L de acido sulfurico pH 2,35; volume de inje¢dao de 20 pL;
fluxo 0,5 ml/min; comprimento de onda do DAD 210 nm. Tempo total de corrida de 30
minutos. Foram obtidos limites de detec¢io LD de 0,001 a 0,003 pg g™! e de quantificagio
LQ de 0,003 a 0,013 pug g!. Foram alcancadas recuperacdes de 89 a 109 %. O preparo
da amostra consistiu em acidificagdo das amostras com acido sulfurico, apds isso as
amostras foram centrifugadas, os sobrenadantes foram filtrados com filtro de PVDF de
0,45 pm e por fim, foram estocados a 4 °C.

No trabalho de Aquino et al. (2015) foi desenvolvido um método para analise dos
acidos latico, acético, propidnico e butirico por HPLC-DAD em amostras de aguas
residuais de fécula de mandioca azeda. Foi utilizada coluna C18 para a separagdo a um
fluxo de 0,6 ml min™'. Fase mdvel 0,02 mol/L de KH2PO4 tampio pH 2,88 e 2% metanol.
Comprimento de onda de 220 nm. Tempo de corrida de 20 minutos. Foram obtidos limites
de detec¢o LD de 1 a 3,7 mg L! e de quantificacio LQ de 3,1 a 12,2 mg L'!; e foram
obtidas recuperacdes de 88 a 104 %. O preparo da amostra consistiu em diluicdo e
acidificacdo das amostras.

No trabalho de Ibanez e Bauer (2014), foi desenvolvido um método por HPLC-
TOF para determinagdo de 24 acidos organicos alifaticos e fendlicos presente em
biomassa hidrolisada, pré-tratada com acido diluido e extragdo com solvente. Foi
utilizada coluna empacotada com resina de troca catidnica baseada em polimeros de
poliestireno-divinilbenzeno, a coluna foi mantida a 55 °C. Como fase movel utilizaram
solucdo aquosa de 4cido formico 0,5 % a um fluxo de 0,3 mL min™!. Tempo total de
corrida de 12 minutos. Foram obtidos limites de quantificacdo LQ de 0,2 22,9 pgmL' e
limite de detecgdio LD de 0,03 a 0,7 ug mL! e recuperagdes de 73,9 a 425,6%. Do total
de 24 acidos organicos, 13 sdo alifaticos e o restante sdo fenolicos.

Algo comum aos trabalhos de determinacdo de 4cidos organicos, presentes na

literatura ¢ a utilizacdo de colunas de troca i6nica ou fase reversa e de equipamentos de
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cromatografia liquida equipados com detector DAD. Além disso, a composi¢ao da fase
movel, no caso de utilizagdo de coluna de troca i6nica consiste em apenas solugdo aquosa
acida, sem presenca de solvente organico. Para satisfazer a separagdo em colunas de troca
10nica, € necessario utilizar temperaturas altas, por volta de 55 a 70 °C. Outra observagao,
¢ que na maioria destes trabalhos sdo quantificados poucos tipos de acidos organico (de
3 a 13), e com tempos de corrida variando de 10 a 30 minutos.

No método desenvolvido e proposto neste trabalho, ¢ utilizada uma forma de
separacao inovadora (HILIC), sendo utilizada temperatura da coluna de 30 °C. Outro fator
foi a utilizacdo de solvente organico presente na fase movel (ideal para detecg@o por MS),
detecgdo mais sensivel (HPLC-MS/MS) e com frequéncia analitica alta (19 &cidos
organicos em 20 minutos de corrida). Em relagdo aos limites de deteccdo e quantificagao,
os trabalhos encontrados na literatura apresentam limites proximos aos obtidos neste

trabalho.

8 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Foi desenvolvido um método analitico para a determinagdo simultdnea de uma
grande variedade de acidos orgéinicos e foi otimizado com sucesso. A otimizagdo
detalhada de alguns importantes fatores que afetam a separacdo e determinacdo dos
analitos foi realizada e uma avaliacdo criteriosa do efeito de matriz causado pela
complexidade das amostras foi conduzida.

Foi possivel obter os espectros de massa de todos analitos, foi avaliada a utilizacao
da coluna cromatografica baseada no mecanismo HILIC,SeQuant® ZIC®-HILIC
3.5um,100A 150 x 4.6 mm,a qual exibiu um satisfatorio desempenho para a separacio
dos compostos com caracteristicas polares que foram objeto deste estudo. A temperatura
da coluna foi mantida a 30 °C. Foi otimizada a composi¢do da fase movel e o pH, sendo
fixado em modo isocratico75% de acetonitrila e 25% de solugdo tampao formiato de
amonio pH 3. A influéncia da for¢a idnica na fase movel também foi estudada e a melhor
concentracio de sal adicionada foi de 8 mmol L', Foi otimizado o volume de inje¢o, o
qual foi mantido em 10 pL.

Foi avaliado também o desempenho analitico do método através da seletividade,
linearidade, estudo do efeito de matriz e avaliagao da precisao e exatidao. Nesta etapa do

trabalho, pode-se observar as dificuldades encontradas em determinag¢des simultaneas de
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uma grande variedade de compostos, tendo em vista as caracteristicas fisico-quimicas dos
analitos, bem como as particularidades na determinacao envolvendo HPLC-MS/MS.

Foi observada a necessidade de utilizagdo de calibragdo por adicdo de padrdo
devido a complexidade das matrizes alimenticias. No entanto, esta necessidade nao
compromete a aplicabilidade e viabilidade do método proposto, uma vez que em uma
curva de adi¢do de padrao para uma amostra sdo obtidas informagdes qualitativas e
quantitativas de 19 4cidos organicos em matriz complexa, portanto sdo obtidas muitas
informagdes com este método.

Por fim, foi realizada a aplicagdo do método em matrizes de vinagre, vinho,
cerveja, suco de laranja e iogurte. De acordo com a maioria dos métodos analiticos para
determinagdo de 4acidos organicos reportados na literatura, este método possibilita
determinagdo de uma maior gama de 4cidos orgénicos de forma simultanea. Pode-se
evidenciar o potencial de aplicagcdo desta nova metodologia baseando-se nos resultados
satisfatorios obtidos para a maioria dos compostos em estudo. Desta forma, a mesma pode
ser expandida para outros tipos de amostra, respeitando os testes analiticos necessarios
para sua implementagao.

Como perspectivas, existe a possibilidade de uso de métodos de extragdo
avangados que podem prevenir o efeito de matriz observado no método, e isto traz a
possibilidade de calibracao interna para quantificacao dos analitos nas diversas matrizes

utilizando apenas uma curva de calibragdo externa com padrdo interno.
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APENDICE A

Teste com trés colunas HILIC, todos os cromatograma foram obtidos com uma mistura
dos 4cidos organicos em concentracdo de 2 a 5 mg L', como a composi¢do da fase mével
utilizou-se (60:40 v/v) de acetonitrila e 4gua ultrapura, fluxo de 500 pL min™!, temperatura
das colunas a 30 °C e volume de inje¢ao de 10 pL.

(1) coluna LARIHC- CF6-P 5 um 150 x 4,6 mm.

W XIC of -MRVI(52 pairs): 88,875/61,100 Da ID: OXALIOO from Sanple 2 (Teste 2) of Teste 1SET1.wiff (Turbo Spray) Mex 320,0 cps|
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(2) coluna ZIC®-HILIC 3.5 pm, 100A 150 x 4,6 mm.

XIC of VRVI(55 pirs): 74,000/74,000 Da ID: mm\mmwe 10 (Mix 2 ppmcoluna zc) of 050418SET, wﬁ(TuboSpra/ Mex 9600 cps|

6.2e4
6,0e4-

5504
5,084
4,54

4,0e4 |

§

Intensity, cps

i

2,0e4-

50000 |
|

00 T T T T
80 70 80 90 100 11,0




102

(3) coluna SeQuant® ZIC®-HILIC 3,5um, 200A 150 x 2,1 mm.

XIC of VRVI(55 peirs): 88,8756, 100 Da ID: OXALICO from Sarmple 3 (Mix 5 pprm) of 090418SET: wff(rubos;xay Mex. 1400 cps|
1765
1685
1565
14e5
1365
1265
1165
1,065

9004 |
I

Intensity, cps

oot I
- 1
- |
5,004 J ‘
4,004 “ \
3004
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JIYs AL o );/ JAN oo
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APENDICE B

Teste com diferentes volumes de inje¢ao, todos os cromatogramas foram obtidos com a
coluna SeQuant® ZIC®-HILIC 3,5um, 200A 150 x 2,1 mm. Mistura dos 4cidos
organicos em concentragio 5 mg L, com a composicio da fase movel (75:25 v/v)
acetonitrila e tampao formiato de amonio pH 3, fluxo de 500 pL min’!, temperatura da
colunas 30 °C e volume de injec¢do variado.

(1) Volume de injecdo: 5 pL.

W XC of VRVI(66 pairs): 88,875/61,100 Da ID; OXALIOO from Sarmple 5 (Vix 5 ppm 5 ) of 2704 T8SET1.wiff (Turbo Spray)

Max. 60,0 cps|
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§_3) Volume de injecdo: 25 plL.

XIC of VRVI(66 pairs). 88,875/61,100 Da ID: OXALICO from Sample 9 (Mix 5 ppm 25 Ui) of 270418SET1 wiff (Turbo Spray) Vex. 1480,0 ops]
3,2¢5-
3,0e5-
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1,85

1,6e5-

Intensity, cps
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g:t) Volume de inje¢do: 35 pL.

XIC of -MRVI(65 pairs). 88,875/61,100 Da ID; OXALICO from Sanple 11 (Vix 5 ppm 35 ul) of 270418SET1.wiff (Turbo Spray) Vex. 18800 ops]
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(5) Volume de injecgdo: 45 puL.

B X of -MRVI (66 pairs): 88,875/61,100 Da ID: OXALICO from Sanple 13 (Vix 5 ppm45 ul) of 270418SET1.wiff (Turbo Spray)

Intensity, cps
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APENDICE C
Graficos de distribuicdo de residuos obtidos para os acidos organicos
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Acido gluconico
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Acido latico

Concentracio / mg L!

0,06
0,04
S
E 0,02 -
E 0 0 T T ’\ 1
0 4,0 . 8,0 12,0 16,0 20,0
-0,02 -
-0,04 -
Concentracio / mg L!
Acido levulinico
4 .
.
3 -
@ 2
=}
=
S 1
3
m O T T T . T 1
* .
1 0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0
-2 7’
Concentracio / mg L1
Acido maleico
6 .
4 - .
»w 2 16
g .
:g 0 ’* T T T * T 1
é 2 0,0 3,0 6,0 9,0 12,0 15,0
4 # ¢
-6 -
Concentracio / mg L!
Acido malico
0,2 4
.
.
0,1
g S
=
:g O *% T T T T 1
~ 0,0 4,0 8,0 12,0 6,0 20,0
-0,1 - .
-0,2 -




110

Residuos

o090
O L N W b

T B
g

Acido malénico

-0,1 0,0

-0,2 -
-0,3 -

2,0 3,0 4,0 5,0

Concentragdo / mg L!

6,0

7,0

Residuos

0,03 -
0,02 -
0,01 -

Acido piruavico

*

L 4

-0,01 ™
-0,02 -

-0,03 -

4,0 8,0 12,0

.

Concentracio / mg L!

16,0

Residuos

0,06 -
0,04 -
0,02

Acido propionico

-0,02 7
-0,04 -

-0,06 -

3,0

6,0 9,0 #12,0

Concentragdo / mg L

15,0

Residuos

Acido succinico

*

o
wv
1

'
=
L

4,0

8,0 12,0 16,0
2

Concentracio / mg L!

20,0




111

9 REFERENCIAS

ALPERT, Andrew J. Hydrophilic-interaction chromatography for the separation of
peptides, nucleic acids and other polar compounds. Journal Of Chromatography A, v.
499, p.177-196, jan. 1990. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/s0021-9673(00)96972-
3.

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA. RDC 166: Dispde sobre a
validacao de métodos analiticos e da outras providéncias. Brasilia, 2017. 22 p. Disponivel
em: <https://www?20.anvisa.gov.br/coifa/pdf/irdc166.pdf>. Acesso em: 01 set. 2019.

ANYASI, Tonna A.; JIDEANI, Afam l.o.; MCHAU, Godwin R.a.. Effect of organic acid
pretreatment on some physical, functional and antioxidant properties of flour obtained
from three unripe banana cultivars. Food Chemistry, v. 172, p.515-522, abr. 2015.
Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2014.09.120.

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS. APPENDIX F:
Guidelines for Standard Method Performance Requirements. Washington, 2016. 18 p.
Disponivel em: <http://www.eoma.aoac.org/app_f.pdf>. Acesso em: 01 set. 2019.

APPELBLAD, Patrik et al. A practical guide to HILIC: including ZIC®-HILIC
applications. Umea: Merck SeQuant AB, 2008. 30 p.

AQUINO, Ana Carolina Moura de Sena et al. Validation of HPLC and CE methods for
determination of organic acids in sour cassava starch wastewater. Food Chemistry, v.
172, p. 725-730, abr. 2015. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2014.09.142.

AVDEEF, A. Log P values measured by pION Inc. Seminar on Ionization and
Lipophilicity. Brookline, MA: 1997.

BARROS, Lillian; PEREIRA, Carla; FERREIRA, Isabel C. F. R.. Optimized Analysis of
Organic Acids in Edible Mushrooms from Portugal by Ultra Fast Liquid Chromatography
and Photodiode Array Detection. Food Analytical Methods, v. 6, n. 1, p.309-316, 25
maio 2012. Springer Science and Business Media LLC.
http://dx.doi.org/10.1007/s12161-012-9443-1.

BRITO, Natilene Mesquita et al. VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS:
ESTRATEGIA E DISCUSSAO. Pesticidas: Revista de Ecotoxicologia e Meio
Ambiente, Curitiba, v. 13, p.129-146, 31 dez. 2003. Universidade Federal do Parana.
http://dx.doi.org/10.5380/pes.v1310.3173.

BUSZEWSKI, Bogustaw et al. Evaluation of HPLC columns: A study on surface
homogeneity of chemically bonded stationary phases. Journal of Separation Science, v.
26, n. 3-4, p.313-321, 1 mar. 2003. Wiley. http://dx.doi.org/10.1002/jss¢.200390037.



112

BUSZEWSKI, Bogustaw; NOGA, Sylwia. Hydrophilic interaction liquid
chromatography (HILIC)—a powerful separation technique. Analytical and
Bioanalytical Chemistry, v. 402, n. 1, p.231-247, 31 ago. 2011. Springer Science and
Business Media LLC. http://dx.doi.org/10.1007/s00216-011-5308-5.

CARROLL, Felix A. Perspectives on Structure and Mechanism in Organic
Chemistry. 2. ed. New Jersey: Wiley, 2014. 972 p.

CASTINEIRA, A. et al. Analysis of Organic Acids in Wine by Capillary Electrophoresis
with Direct UV Detection. Journal of Food Composition and Analysis, [s.l.], v. 15, n.
3, p.319-331, jun. 2002. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1006/jfca.2002.1056.

CHINNICI, Fabio et al. Optimization of the determination of organic acids and sugars in
fruit juices by ion-exclusion liquid chromatography. Journal of Food Composition and
Analysis, V. 18, n. 2-3, p.121-130, mar. 2005. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.jfca.2004.01.005.

CHIRITA, Raluca-ioana et al. Investigations on the chromatographic behaviour of
zwitterionic stationary phases used in hydrophilic interaction chromatography. Journal
of Chromatography A, v. 1218, n. 35, p.5939-5963, set. 2011. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2011.04.002.

CHMELIK, Josef et al. Characterization of the hydrophobic properties of amino acids on
the basis of their partition and distribution coefficients in the 1-octanol-water
system. Collection of Czechoslovak Chemical Communications, v. 56, n. 10, p.2030-
2041, 1991. Institute of  Organic Chemistry & Biochemistry.
http://dx.doi.org/10.1135/cccc19912030.

COELHO, Emanuela Monteiro et al. Simultaneous analysis of sugars and organic acids
in wine and grape juices by HPLC: Method validation and characterization of products
from northeast Brazil. Journal of Food Composition And Analysis, v. 66, p.160-167,
mar. 2018. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.jfca.2017.12.017.

COLLINS, Carol H.; BRAGA, Gilberto L.; BONATO, Pierina S. Fundamentos de
cromatografia. Campinas: Editora da Unicamp, 2006. 453 p.

COSTA, Marion Pereira da et al. Simultaneous analysis of carbohydrates and organic
acids by HPLC-DAD-RI for monitoring goat's milk yogurts fermentation. Talanta, v.
152, p.162-170, maio 2016. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2016.01.061.

CUBBON, Simon et al. Hydrophilic Interaction Chromatography for Mass Spectrometric
Metabonomic Studies of Urine. Analytical Chemistry, v. 79, n. 23, p.8911-8918, dez.
2007. American Chemical Society (ACS). http://dx.doi.org/10.1021/ac071008v.

DAWIDOWICZ, Andrzej L.; FIJALKOWSKA, Anna Determination of Propofol in
Blood by HPLC. Comparison of the Extraction and Precipitation Methods. Journal of
Chromatographic Science, v. 33, n. 7, p.377-382, 1 jul. 1995. Oxford University Press
(OUP). http://dx.doi.org/10.1093/chromsci/33.7.377.



113

DELL’AVERSANO, Carmela; HESS, Philipp; QUILLIAM, Michael A.. Hydrophilic
interaction liquid chromatography—mass spectrometry for the analysis of paralytic
shellfish poisoning (PSP) toxins. Journal of Chromatography A, v. 1081, n. 2, p.190-
201, jul. 2005. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2005.05.056.

DILL, Ken A. The mechanism of solute retention in reversed-phase liquid
chromatography. The Journal of Physical Chemistry, v. 91, n. 7, p.1980-1988, mar.
1987. American Chemical Society (ACS). http://dx.doi.org/10.1021/100291a060.

FIORUCCI, Antonio Rogério; SOARES, Marlon Herbert F. B.; CAVALHEIRO, Eder
Tadeu G. Acidos Organicos: dos primoérdios da quimica experimental a sua presenga em
nosso cotidiano. Quimica nova na escola, n. 15, p. 6-10, maio 2002.

FLORES, Pilar; HELLIN, Pilar; FENOLL, José. Determination of organic acids in fruits
and vegetables by liquid chromatography with tandem-mass spectrometry. Food
Chemistry, v. 132, n. 2, p.1049-1054, maio 2012. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2011.10.064.

FOURDINIER, Marion et al. Interest of a chemometric approach in understanding the
retention behaviour of three columns in hydrophilic interaction liquid chromatography:
Application to the separation of glycerol carbonate, glycerol and urea. Talanta, v. 81, n.
4-5, p.1281-1287, 15 jun. 2010. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2010.02.021.

FU, Qing et al. Carbohydrate separation by hydrophilic interaction liquid chromatography
on a ‘click’ maltose column. Carbohydrate Research, v. 345, n. 18, p.2690-2697, dez.
2010. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.carres.2010.09.033.

GRECO, G.; LETZEL, T. Main Interactions and Influences of the Chromatographic
Parameters in HILIC Separations. Journal of Chromatographic Science, v. 51, n. 7,
p.684-693, 13 mar. 2013. Oxford University Press.
http://dx.doi.org/10.1093/chromsci/bmt015.

GARBIS, Spiros D. et al. Determination of Folates in Human Plasma Using Hydrophilic
Interaction Chromatography—Tandem Mass Spectrometry. Analytical Chemistry, v. 73,
n. 22, p.5358-5364, nov. 2001. American Chemical Society (ACS).
http://dx.doi.org/10.1021/ac010741y.

GIUMANINI, Angelo G. et al. Improved Method for the Analysis of Organic Acids and
New Derivatization of Alcohols in Complex Natural Aqueous Matrixes: Application to
Wine and Apple Vinegar. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 49, n. 6,
p.2875-2882, jun. 2001. American Chemical Society (ACS).
http://dx.doi.org/10.1021/f0103368.

GUIMARAES, Rafaela et al. Infusion and decoction of wild German chamomile:
Bioactivity and characterization of organic acids and phenolic compounds. Food
Chemistry, v. 136, n. 2, p.947-954, jan. 2013. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2012.09.007.



114

GUO, Yong; GAIKI, Sheetal. Retention behavior of small polar compounds on polar
stationary phases in hydrophilic interaction chromatography. Journal of
Chromatography A, v. 1074, n. 1-2, p.71-80, maio 2005. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2005.03.058.

HAGGLUND, Per et al. A New Strategy for Identification of N-Glycosylated Proteins
and Unambiguous Assignment of Their Glycosylation Sites Using HILIC Enrichment

and Partial Deglycosylation. Journal of Proteome Research, v. 3, n. 3, p.556-566, jun.
2004. American Chemical Society (ACS). http://dx.doi.org/10.1021/pr034112b.

HANSCH, Corwin; LEO, Albert; HOEKMAN, David. Exploring QSAR: Vol. 2:
Hydrophobic, electronic, and steric constants. Washington: American Chemical Society,
1995. 348 p. (ACS professional reference book).

HARRIS, Daniel C.. Analise Quimica Quantitativa. 9. ed. Rio de Janeiro: Ltc, 2017.
966 p.

HAYNES, William M. CRC Handbook of Chemistry and Physics. 91. ed. Boca Raton:
Crc Press, 2010-2011. 2610 p.

HEMSTROM, Petrus; IRGUM, Knut. Hydrophilic interaction chromatography. Journal
of Separation Science, v. 29, n. 12, p.1784-1821, ago. 2006. Wiley.
http://dx.doi.org/10.1002/jss¢.200600199.

HO, Chin Wai et al. Varieties, production, composition and health benefits of vinegars:
A review. Food Chemistry, v. 221, p.1621-1630, abr. 2017. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2016.10.128.

HORIE, Kanta et al. Highly efficient monolithic silica capillary columns modified with
poly(acrylic acid) for hydrophilic interaction chromatography. Journal of
Chromatography A, v. 1164, n. 1-2, p.198-205, set. 2007. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2007.07.012.

HUANG, Yin et al. A HILIC-MS/MS method for the simultaneous determination of
seven organic acids in rat urine as biomarkers of exposure to realgar. Journal of
Chromatography B, v. 905, p.37-42, set. 2012. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.jchromb.2012.07.038.

IBANEZ, Ana B; BAUER, Stefan. Analytical method for the determination of organic
acids in dilute acid pretreated biomass hydrolysate by liquid chromatography-time-of-
flight mass spectrometry. Biotechnology For Biofuels, v. 7, n. 1, p.2-9, 8 out. 2014.
Springer Nature. http://dx.doi.org/10.1186/s13068-014-0145-3.

INMETRO. DOQ-CGCRE-008 Orientagdes sobre validagdo de métodos de ensaios
quimicos: INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, NORMALIZACAO E
QUALIDADE INDUSTRIAL. DOQ-CGCRE-008: 1 ed. Brasilia, 2003. 36 p.



115

Disponivel em:  <http://www.inmetro.gov.br/Sidog/Arquivos/CGCRE/DOQ/DOQ-
CGCRE-8 01.pdf>. Acesso em: 02 set. 2019.

IWASAKI, Yusuke et al. Analysis of glutathione and glutathione disulfide in human
saliva using hydrophilic interaction chromatography with mass spectrometry. Journal of
Chromatography B, v. 839, n. 1-2, p.74-79, jul. 2006. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.jchromb.2006.03.033.

JANDRIE, Z. et al. Assessment of fruit juice authenticity using UPLC—QToF MS: A
metabolomics approach. Food Chemistry, v. 148, p.7-17, abr. 2014. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2013.10.014.

JHAM, Gulab N. et al. Comparison of GC and HPLC for the quantification of organic
acids in coffee. Phytochemical Analysis, v. 13, n. 2, p.99-104, 2002. Wiley.
http://dx.doi.org/10.1002/pca.629.

KADER, Adel A. Flavor quality of fruits and vegetables. Journal of The Science Of
Food and Agriculture, v. 88, n. 11, p.1863-1868, 30 ago. 2008. Wiley.
http://dx.doi.org/10.1002/jsfa.3293.

KARLSSON, Goran; WINGE, Stefan, SANDBERG, Helena. Separation of
monosaccharides by hydrophilic interaction chromatography with evaporative light
scattering detection. Journal of Chromatography A, v. 1092, n. 2, p.246-249, out. 2005.
Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2005.08.025.

KNOX, John H.; PRYDE, Andrew. Performance and selected applications of a new
range of chemically bonded packing materials in high-performance liquid
chromatography. Journal Of Chromatography A, v. 112, p.171-188, jan. 1975. Elsevier
BV. http://dx.doi.org/10.1016/s0021-9673(00)99951-5.

KOTANI, Akira et al. Determination of Organic Acids by High-Performance Liquid
Chromatography with Electrochemical Detection during Wine Brewing. Journal Of
Agricultural And Food Chemistry, v. 52, n. 6, p.1440-1444, mar. 2004. American
Chemical Society (ACS). http://dx.doi.org/10.1021/jf0306486.

LALOU, Sofia et al. Beyond traditional balsamic vinegar: Compositional and sensorial
characteristics of industrial balsamic vinegars and regulatory requirements. Journal Of
Food Composition And Analysis, v. 43, p.175-184, nov. 2015. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.jfca.2015.07.001.

LANCAS, Fernando M. A Cromatografia Liquida Moderna e a Espectrometria de
Massas: finalmente “compativeis”? Scientia Chromatographica, v. 1, n. 2, p.35-61,
2009.

LEROY, Frédéric; VUYST, Luc de. Lactic acid bacteria as functional starter cultures for
the food fermentation industry. Trends in Food Science & Technology, v. 15,n. 2, p.67-
78, fev. 2004. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/5.tifs.2003.09.004.



116

LI, Ruiping; HUANG, Junxiong. Chromatographic behavior of epirubicin and its
analogues on high-purity silica in hydrophilic interaction chromatography. Journal of
Chromatography A, v. 1041, n. 1-2, p.163-169, jul. 2004. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2004.04.033.

LINDEN, James C.; LAWHEAD, Charles L. Liquid chromatography of
saccharides. Journal of Chromatography A, v. 105, n. 1, p.125-133, fev. 1975. Elsevier
BV. http://dx.doi.org/10.1016/s0021-9673(01)81096-7.

LIU, Lu et al. Fermenting liquid vinegar with higher taste, flavor and healthy value by
using discarded Cordyceps militaris solid culture medium. Lwt, [s.L.], v. 98, p.654-660,
dez. 2018. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.1wt.2018.07.064.

MILLIPORE, Merck. Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography. 2019. Clicar
em HILIC Mechanism. Disponivel em:
<https://www.merckmillipore.com/BR/pt/analytics-and-sample-
preparation/sequant/what-is-hilic/Ih2b.qB.xfgAAAFFw6IcWdZp,nav>. Acesso em: 09
jun. 2019.

MILOVANOVIC, Miodrag et al. A novel method for classification of wine based on
organic acids. Food Chemistry, v. 284, p.296-302, jun. 2019. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2019.01.113.

MONTANARI, Luigi et al. Organic and Phenolic Acids in Beer. Lwt - Food Science
and Technology, v. 32, n. 8, p.535-539, dez. 1999. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1006/f5tl.1999.0593.

MORALES, M. Lourdes; GONZALEZ, A. Gustavo; TRONCOSO, Ana M.. Ion-
exclusion chromatographic determination of organic acids in vinegars. Journal Of
Chromatography A, v. 822, n. 1, p.45-51, set. 1998. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/s0021-9673(98)00572-x.

MORTERA, Pablo et al. Multivariate analysis of organic acids in fermented food from
reversed-phase high-performance liquid chromatography data. Talanta, v. 178, p.15-23,
fev. 2018. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2017.09.005.

NAIDONG, Weng. Bioanalytical liquid chromatography tandem mass spectrometry
methods on underivatized silica columns with aqueous/organic mobile phases. Journal
of Chromatography B, v. 796, n. 2, p.209-224, nov. 2003. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.jchromb.2003.08.026.

NAVARRO-PASCUAL-AHUIR, Maria et al. Quality control of fruit juices by using
organic acids determined by capillary zone electrophoresis with poly(vinyl alcohol)-
coated bubble cell capillaries. Food Chemistry, v. 188, p.596-603, dez. 2015. Elsevier
BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2015.05.057.

NUNEZ, Oscar; NAKANISHI, Kazuki; TANAKA, Nobuo. Preparation of monolithic
silica columns for high-performance liquid chromatography. Journal of Chromato



117

graphy A, v. 1191, n. 1-2, p.231-252, maio 2008. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2008.02.029.

OERTEL, R.; NEUMEISTER, V.; KIRCH, W. Hydrophilic interaction chromatography
combined with tandem-mass spectrometry to determine six aminoglycosides in
serum. Journal of Chromatography A, v. 1058, n. 1-2, p.197-201, nov. 2004. Elsevier
BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2004.08.158.

OHIRA, Shin-ichi et al. On-line electrodialytic matrix isolation for chromatographic
determination of organic acids in wine. Journal of Chromatography A, v. 1372, p.18-
24, dez. 2014. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2014.10.077.

OLSEN, Bernard A. Hydrophilic interaction chromatography using amino and silica
columns for the determination of polar pharmaceuticals and impurities. Journal of
Chromatography A, v. 913, n. 1-2, p.113-122, abr. 2001. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/s0021-9673(00)01063-3.

OYLER, Alan R. et al. Hydrophilic interaction chromatography on amino-silica phases
complements reversed-phase high-performance liquid chromatography and capillary
electrophoresis for peptide analysis. Journal of Chromatography A, v. 724, n. 1-2,
p.378-383, fev. 1996. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/0021-9673(95)00987-6.

PALMA, Serena di et al. Zwitterionic Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography
(ZIC-HILIC and ZIC-cHILIC) Provide High Resolution Separation and Increase
Sensitivity in Proteome Analysis. Analytical Chemistry, v. 83, n. 9, p.3440-3447, maio
2011. American Chemical Society (ACS). http://dx.doi.org/10.1021/ac103312e.

PEREZ-RUIZ, Tomas et al. High-performance liquid chromatographic separation and
quantification of citric, lactic, malic, oxalic and tartaric acids using a post-column
photochemical reaction and chemiluminescence detection. Journal of Chromatography
A, V. 1026, n. 1-2, p.57-64, fev. 2004. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2003.10.130.

REGNIER, F. E.; NOEL, R.. Glycerolpropylsilane Bonded Phases in the Steric Exclusion
Chromatography of Biological Macromolecules. Journal Of Chromatographic
Science, v. 14, n. 7, p.316-320, 1 jul. 1976. Oxford University Press (OUP).
http://dx.doi.org/10.1093/chromsci/14.7.316.

RIBANI, Marcelo et al. Validagio em métodos cromatograficos e
eletroforéticos. Quimica Nova, v. 27, n. 5, p.771-780, out. 2004. FapUNIFESP
(SciELO). http://dx.doi.org/10.1590/s0100-40422004000500017.

RIBEIRO, Fabiana Alves de Lima et al. Planilha de valida¢do: uma nova ferramenta para
estimar figuras de mérito na validagdo de métodos analiticos univariados. Quimica Nova,
v. 31, n. 1, p.164-171, 2008. FapUNIFESP (SciELO). http://dx.doi.org/10.1590/s0100-
40422008000100029.



118

RISLEY, Donald S.; STREGE, Mark A. Chiral Separations of Polar Compounds by
Hydrophilic Interaction Chromatography with Evaporative Light Scattering
Detection. Analytical Chemistry, v. 72, n. 8, p.1736-1739, abr. 2000. American
Chemical Society (ACS). http://dx.doi.org/10.1021/ac9911490.

RODRIGUES, Carla Isabel et al. Application of solid-phase extraction to brewed coffee
caffeine and organic acid determination by UV/HPLC. Journal Of Food Composition
And Analysis, v. 20, n. 5, p.440-448, ago. 2007. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.jfca.2006.08.005.

RODRIGUES, J. E. A. et al. Quantification of organic acids in beer by nuclear magnetic
resonance (NMR)-based methods. Analytica Chimica Acta, v. 674, n. 2, p.166-175, ago.
2010. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.aca.2010.06.029.

ROMERO, E. Garcia et al. Determination of organic acids in grape musts, wines and
vinegars by high-performance liquid chromatography. Journal Of Chromatography A,
v. 655, n. 1, p.111-117, nov. 1993. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/0021-
9673(93)87018-h.

RONG, L.; LIM, L. W.; TAKEUCHI, T. Determination of lodide and Thiocyanate in
Seawater by Liquid Chromatography with Poly(ethylene glycol) Stationary Phase.
Chromatographia, 61, 2005. 371-374.

RONG, Li; TAKEUCHI, Toyohide. Determination of iodide in seawater and edible salt
by microcolumn liquid chromatography with poly(ethylene glycol) stationary
phase. Journal of Chromatography A, v. 1042, n. 1-2, p.131-135, jul. 2004. Elsevier
BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2004.05.032.

RUBINSTEIN, Menachem. Preparative high-performance liquid partition
chromatography of proteins. Analytical Biochemistry, [s.l.], v. 98, n. 1, p.1-7, set. 1979.
Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/0003-2697(79)90697-3.

SAIZ-ABAJO, M. J.; GONZALEZ-SAIZ, J. M.; PIZARRO, Consuelo. Multi-objective
optimisation strategy based on desirability functions used for chromatographic separation
and quantification of I-proline and organic acids in vinegar. Analytica Chimica Acta,
v.528, n. 1, p.63-76, jan. 2005. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.aca.2004.06.027.

SANDIN-ESPANA, Pilar et al. Development of a rapid and direct method for the
determination of organic acids in peach fruit using LC-ESI-MS. Food Chemistry, v.
192, p.268-273, fev. 2016. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2015.07.012.

SANGSTER, James. Octanol-Water Partition Coefficients of Simple Organic
Compounds. Journal of Physical and Chemical Reference Data, v. 18, n. 3, p.1111-
1229, jul. 1989. AIP Publishing. http://dx.doi.org/10.1063/1.555833.



119

SCARLATA, Christopher J.; HYMAN, Deborah A. Development and validation of a fast
high pressure liquid chromatography method for the analysis of lignocellulosic biomass
hydrolysis and fermentation products. Journal of Chromatography A, v. 1217, n. 14,
p.2082-2087, abr. 2010. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2010.01.061.

SCIENTIFIC, Thermo. Thermo Scientific: HILIC Separations Technical Guide.
Waltham: Thermo Scientific, 2014. 44 p. Disponivel em:
<https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/CMD/brochures/TG-21003-HILIC-
Separations-TG21003-EN.pdf>. Acesso em: 02 set. 19.

SCHERER, Rodrigo et al. Validation of a HPLC method for simultaneous determination
of main organic acids in fruits and juices. Food Chemistry, v. 135, n. 1, p.150-154, nov.
2012. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2012.03.111.

SHAPIRO, S. S.; WILK, M. B. An Analysis of Variance Test for Normality (Complete
Samples). Biometrika, v. 52, n. 3/4, p.591-611, dez. 1965. JSTOR.
http://dx.doi.org/10.2307/23337009.

SHREVE, R. Norris; BRINK JR., Joseph A. A industria de processos quimicos. 4. ed.
Rio de Janeiro: Guanabara Dois, 1980. 718 p.

SILVA, Flamys Lena do Nascimento et al. Quantitation of organic acids in wine and
grapes by direct infusion electrospray ionization mass spectrometry. Analytical
Methods, v. 7, n. 1, p.53-62, 2015. Royal Society of Chemistry (RSC).
http://dx.doi.org/10.1039/c4ay00114a.

SNEDECOR, George W.; COCHRAN, William G. Statistical Methods. 8. ed. Ames:
Iowa State University Press, 1989. 503 p.

SNYDER, Lloyd R.; KIRKLAND, Joseph J.; GLAJCH, Joseph L. Practical HPLC
Method Development. 2. ed. New York: John Wiley & Sons, 1997. 765 p.

SOYER, Y.; KOCA, N.; KARADENIZ, F. Organic acid profile of Turkish white grapes
and grape juices. Journal of Food Composition and Analysis, v. 16, n. 5, p.629-636,
out. 2003. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/s0889-1575(03)00065-6.

STREGE, Mark A. Hydrophilic Interaction Chromatography—FElectrospray Mass
Spectrometry  Analysis of Polar Compounds for Natural Product Drug
Discovery. Analytical Chemistry, v. 70, n. 13, p.2439-2445, jul. 1998. American
Chemical Society (ACS). http://dx.doi.org/10.1021/ac9802271.

STREGE, Mark A.; STEVENSON, Stephanie; LAWRENCE, Steve M. Mixed-Mode
Anion—Cation Exchange/Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography—Electrospray
Mass Spectrometry as an Alternative to Reversed Phase for Small Molecule Drug
Discovery. Analytical Chemistry, v. 72, n. 19, p.4629-4633, out. 2000. American
Chemical Society (ACS). http://dx.doi.org/10.1021/ac000338b.



120

SUN, Ping et al. Development of New HPLC Chiral Stationary Phases Based on Native
and Derivatized Cyclofructans. Analytical Chemistry, v. 81, n. 24, p.10215-10226, 15
dez. 2009. American Chemical Society (ACS). http://dx.doi.org/10.1021/ac902257a.

TANAKA, Hiroyuki; ZHOU, Xiaojing; MASAYOSHI, Ohira. Characterization of a
novel diol column for high-performance liquid chromatography. Journal Of
Chromatography A, v. 987, n. 1-2, p.119-125, fev. 2003. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/s0021-9673(02)01949-0.

TARAIJIL, Maryam et al. Chemometric-assisted method development in hydrophilic
interaction liquid chromatography: A review. Analytica Chimica Acta, v. 1000, p.20-
40, fev. 2018. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.aca.2017.09.041.

WANG, H. L.; DUDA, J. L; RADKE, C. J. Solution adsorption from liquid
chromatography. Journal of Colloid and Interface Science, v. 66, n. 1, p.153-165, ago.
1978. Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/0021-9797(78)90196-0.

WANG, Xiande; LI, Weiyong; RASMUSSEN, Henrik T. Orthogonal method
development using hydrophilic interaction chromatography and reversed-phase high-
performance liquid chromatography for the determination of pharmaceuticals and
impurities. Journal of Chromatography A, v. 1083, n. 1-2, p.58-62, ago. 2005. Elsevier
BV. http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2005.05.082.

GUO, Yong; GAIKI, Sheetal. Retention behavior of small polar compounds on polar
stationary phases in hydrophilic interaction chromatography. Journal of
Chromatography A, v. 1074, n. 1-2, p.71-80, maio 2005. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2005.03.058.

YING, Peter T.; DORSEY, John G.; DILL, Ken A. Retention mechanisms of reversed-
phase liquid chromatography: determination of solute-solvent interaction free
energies. Analytical Chemistry, v. 61, n. 22, p.2540-2546, 15 nov. 1989. American
Chemical Society (ACS). http://dx.doi.org/10.1021/ac00197a017.

YOSHIDA, Tatsunari. Prediction of peptide retention time in normal-phase liquid
chromatography. Journal of Chromatography A, v. 811, n. 1-2, p.61-67, jun. 1998.
Elsevier BV. http://dx.doi.org/10.1016/s0021-9673(98)00216-7.

YOSHIDA, Tatsunari; OKADA, Tadashi. Peptide separation in normal-phase liquid
chromatography. Journal of Chromatography A, v. 840, n. 1, p.1-9, abr. 1999. Elsevier
BV. http://dx.doi.org/10.1016/s0021-9673(99)00223-x.

ZERAVIK, Jiri et al. Various instrumental approaches for determination of organic acids
in wines. Food Chemistry, v. 194, p.432-440, mar. 2016. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2015.08.013.



121

ZHANG, A. et al. Analysis of low molecular weight organic acids in several complex
liquid biological systems via HPLC with switching detection wavelength. Journal of
Food Composition and Analysis, v. 24, n. 3, p.449-455, maio 2011. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.jfca.2010.09.017.



		2019-09-29T21:28:39-0300
	Luciano Vitali:99552906091


		2019-09-29T23:01:55-0300
	Florianopolis/SC
	Marcus Cesar Mandolesi Sa:05306896855
	I am approving this document




