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Resumo — A baunilha é um dos aromatizantes mais utilizados no mundo e
possui alto valor agregado. Os extratos de baunilha sdo obtidos de favas
de plantas do género Vanilla (familia Orchidaceae) e algumas espécies sao
nativas do Brasil. Os compostos aromaticos, marcadores da qualidade do
extrato de baunilha, sdo analisados principalmente por cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos. No entanto, os métodos
disponiveis foram desenvolvidos para analise de V. planifolia, a espécie
comercialmente mais importante. Outras espécies de Vanilla apresentam
composi¢cao quimica bem distinta. Neste trabalho foi desenvolvido um
método para a separagdo de substancias fendlicas de extratos de quatro
espécies de baunilhas V. bahiana, V. planifolia, V. chamissonis e V. pompona
comercializadas no Brasil. Foram avaliadas diferentes fases moveis
totalizando seis métodos e duas combinagdes de colunas de fase reversa. O
método otimizado apresenta boa resolugéo e permite quantificar e identificar,
por comparagao, os componentes associados ao padrao de qualidade para
baunilha. O método é seletivo, evitando possiveis erros de identificacédo
advindos de coelui¢cao de outros componentes presentes com os marcadores
de qualidade.

Termos para indexagao: Vanilla planifolia, Vanilla bahiana, Vanilla
chamissonis, Vanilla pompona, cromatografia liquida de alta eficiéncia,
validagao.
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Method of Analysis of Aromatic Compounds in Vanilla
from Brazil

Abstract — Vanilla is one of the most used and high priced flavourings in
the world. Vanilla extracts are obtained from the pods of plants of the genus
Vanilla (family: Orchidaceae), and some species are native to Brazil. Aromatic
compounds that are chemical markers of the quality of vanilla extracts are
analysed mainly by high performance liquid chromatography with a diode
array detector. However, the available methods were developed to analyze V.
planifolia, the most important species commercially. Other Vanilla species have
a quite distinct chemical composition. In this work, a method was developed
for the separation of compounds from extracts of vanillas from the species
V. bahiana, V. planifolia, V. chamissonis e V. pompona commercialized in
Brazil. Different mobile phases were evaluated, accounting to six methods
and two combinations of reversed phase columns. The optimized method
presented good resolution and allowed the quantification and identification,
by comparison, of the components associated with the quality standard for
vanilla, being selective and preventing identification errors due to coelution of
the quality standard markers with other compounds present in the extracts.

Index terms: Vanilla planifolia, Vanilla bahiana, Vanilla chamissonis, Vanilla
pompona, high performance liquid chromatography, method validation.
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Introducao

A baunilha é um dos aromatizantes mais utilizados no mundo (Pérez-Silva
et al., 2021). O mercado internacional movimentou 971 milhdes de dolares
em 2021 (International Trade Center, 2022). Os extratos de baunilha natural
sdo produzidos a partir dos frutos, também chamados de favas (pods, em
inglés) de plantas do género Vanilla (familia Orchidaceae), originario do
México. Embora haja mais de 100 espécies de Vanilla descritas, do ponto de
vista comercial as espécies relevantes sdo V. planifolia Jacks. ex Andrews,
V. tahitensis J.W. Moore e V. pompona Schiede. As principais areas de
cultivo situam-se hoje na regiao intertropical, a mais importante delas em
Madagascar, mas também nas Ilhas Comores, india, Uganda, Papua Nova
Guiné, Indonésia e México (Dunphy; Bala, 2011).

Segundo a base Flora e Funga do Brasil, ha 41 espécies nativas de
Vanilla, sendo 20 endémicas, ou seja, sé ocorrem dentro do territério nacional
(Jardim Boténico do Rio de Janeiro, 2022). Algumas delas, obtidas por
extrativismo, sdo comercializadas em mercados locais nas regides Centro-
Oeste e Nordeste.

Avanilina [1] é a substancia fendlica majoritaria na baunilha de Madagascar
(V. planifolia) e responsavel pela nota aromatica caracteristica deste produto
(Banerjee; Chattopadhyay, 2019). A metil-vanilina [2] também é encontrada
nas favas de baunilha. Ja a etil-vanilina [3] € um derivado sintético usado
largamente como a base do aroma artificial de baunilha (Figura 1). O aroma
ou bouquet da baunilha natural &, entretanto, bem mais complexo, contendo
mais de 200 outras substancias (Ranadive, 2006).

H_ .0 H_ 0 He O
SN N x
2N o e
OH o._ OH

1 2 3
Vanilina Metil-vaniina Etil-vanilina
4-hidrox -3-metoxi-benzaldeido 3.4-dimetoxi-benzaldeido 4-hidroxi-3-et oxi-benzaldeido

Produto sintético

Figura 1. Férmulas estruturais das vanilinas naturais [1,2] e sintética [3].
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Grandes variagdes no teor de vanilina dos frutos sdo comuns entre plantas
de espécies diferentes. Porém, tais variagdes também sao observadas entre
amostras de uma mesma espécie. Isto se deve ao estagio de maturacéo
do fruto no momento da colheita e das técnicas de cura utilizadas no
processamento da fava, bem como as condigdes edafoclimaticas nas quais
a planta cresce (Ranadive, 2006). Muitos dos componentes do aroma,
associados a qualidade olfativa desejada, sdo o resultado de um conjunto de
reagdes complexas, como quebra de proteinas, oxidacao lipidica, reacao de
Maillard, dentre outras (Odoux, 2006).

A adulteragdo da baunilha e seus derivados €& pratica recorrente, em
funcdo de seu alto valor comercial. Para a padronizagao da qualidade do
produto, normas técnicas foram estabelecidas pela International Organization
for Standardization (ISO). A norma ISO 5565-2 descreve os testes a serem
realizados e as substancias cujo teor deve ser monitorado, incluindo, além da
prépria vanilina [1], o acido vanilico (ou acido 4-hidroxi-3-metoxi-benzéico)
[4], o 4-hidroxi-benzaldeido [5] e o acido 4-hidroxi-benzoico [6] (International
Organization For Standardization, 1999). As férmulas estruturais sao
apresentadas no Anexo 1.

A técnica preconizada para a analise dos constituintes mencionados e
tantos outros presentes nas favas e nos extratos de baunilha é a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). Diversos métodos descritos na literatura, além
daquele da ISO, aplicam esta técnica para a quantificagao dos constituintes
responsaveis pelo aroma da baunilha. Dez substancias foram quantificadas
em extratos de V. planifolia: vanilina [1], acido vanilico [4], 4-hidroxi-
benzaldeido [5], acido 4-hidroxi-benzdico [6], alcool 4-hidroxi-benzilico [7],
alcool vanilico [8], 3,4-dihidroxi-benzaldeido [9], acido p-cumarico [10], acido
ferdlico [11] e piperonal [12] (Sinha; Verma; Sharma, 2007). Um método foi
descrito para a analise de vanilina e outros constituintes aromaticos naturais
associados, mas também para determinar a presenca de aditivos sintéticos,
como a etil-vanilina, bem como a de cumarina, um adulterante comumente
encontrado em produtos comestiveis e bebidas alcodlicas adulteradas
(Jagerdeo; Passetti; Dugar, 2000). Esses protocolos de analise limitam-se,
entretanto, a estudos com amostras de V. planifolia, a espécie mais relevante
comercialmente.
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As espécies nativas do Brasil, como V. bahiana Hoehne, por outro lado,
sao ainda pouco estudadas e informagdes sobre sua composi¢cao ainda sao
escassas na literatura. Um estudo sobre a espécie V. bahiana restringiu-se a
analise de somente trés substancias fendlicas (vanilina[1], pirogalol [13] e acido
p-cumarico [10]), pois o foco do trabalho foi o estudo de proteinas e enzimas
produtoras de vanilina (LOPES et al., 2019). Recentemente, outro trabalho
com varias espécies ndo comerciais, incluindo V. bahiana, foi publicado.
Porém, continha dados de material cultivado somente no continente africano
e, desse modo, submetido as condi¢cbes edafoclimaticas locais (Pérez-Silva
et al., 2021). Estes autores apresentaram dados demonstrando um grande
contraste entre a composicado aromatica de V. planifolia e as demais espécies.

O objetivo deste estudo foi desenvolver um método analitico por CLAE
capaz de separar e quantificar as substancias fendlicas presentes em
extratos das espécies de baunilha V. planifélia, V. chamissonis, V. pompona e
V. bahiana, colhidas de diferentes regides do Brasil.

Material e Métodos

Amostras

As favas de quatro espécies de baunilha (V. planifolia, V. bahiana, V.
chamissonis e V. pompona) foram obtidas no comércio dos Estados da Bahia
e de Goias, conforme descrito na Tabela 1. O acesso ao patrimdnio genético
foi cadastrado no SISGEN sob n° A19C071.

Tabela 1. Espécies, forma de obtencao e local de origem das favas de baunilha.

Espécie Origem Regido
V. planifolia Producéo Una (BA)
V. chamissonis Produgéo Una (BA)
V. bahiana Producéo Una (BA)

V. pompona Extrativismo Alto Paraiso de Goias (GO)
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Reagentes e padroes

A acetonitrila, o metanol, o acido fosforico (85%), o etanol absoluto (99,5%)
e o acido acético (99,7%) foram adquiridos da Tedia (Ohio, EUA). Todos os
solventes utilizados foram de grau de pureza CLAE-UV. A agua ultrapura
(0,054 pS.cm™) foi obtida de um sistema Milli-Q® da Millipore (Milford, EUA).
O etanol usado para as extrag¢des foi 0 alcool de cereais 92 °GL Pring (Duque
de Caxias, Brasil).

Os padrbes analiticos de vanilina (99%), alcool 4-hidroxi-benzilico (99%),
acido 4-hidroxi-benzoico (99%), acido vanilico (97%), 4-metoxi-benzaldeido
(99%), alcool 4-metoxi-benzilico (98%), acido 4-metoxi-benzoéico (97%),
acido ferulico (99%), guaiacol (95%) e acido siringico (97 %) foram adquiridos
da Sigma Aldrich® (Milwaukee, EUA). O siringaldeido (99%) foi adquirido da
Indofine Chemical Company Inc. (Hillsborough, EUA). O acido homovanilico
(97%) foi adquirido da Fluka (Viena, Austria). O 4-hidroxi-benzaldeido (99%)
foi adquirido da J&K Scientific Ltd. (Guangzhou, China). A vanilina-4-O-§-
D-glucosideo foi adquirida da Toronto Research Chemicals Inc. (Toronto,
Canada).

Preparacdo dos extratos para analise

A extragdo por maceragao foi realizada com 80 g de favas de baunilhas,
que foram picadas em pedacos em torno de 5 mm e transferidas para frascos
de extracdo de 500 mL. Em cada frasco foram adicionados 400 mL de mistura
etanol:agua recém-preparada, na proporgéo 1:1. Os frascos foram tampados,
acondicionados ao abrigo da luz e agitados duas vezes ao dia, durante um
periodo de 15 dias. Ao fim do tempo determinado, a fragao liquida foi filtrada.

Para a avaliagcao da repetitividade, a extracao foi realizada utilizando-se
extrator Soxhlet pesando-se cerca 5 g de favas de baunilha, em triplicata, as
quais foram transferidas para cartuchos de extragao. A cada sistema extrator
foram adicionados 100 mL de etanol anidro. A extragéo foi conduzida por 16
horas sob refluxo. Ao final da extragdo as amostras foram transferidas para
balbées volumétricos de 100 mL e avolumadas com etanol anidro.
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Aliquotas de 20 mL foram transferidas para frascos de vidro completamente
cheios, bem fechados e armazenadas sob refrigera¢édo (8-10 °C) e ao abrigo
da luz até o momento da analise.

Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia

As analises foram realizadas por CLAE em equipamento Alliance Waters
modelo 2695, com detector de arranjo de fotodiodos Waters modelo 2996
(CLAE/DAD), controlado por software Empower. A fase mével foi bombeada
com fluxo de 1,2 mL.min"". As amostras foram filtradas em filtro de PTFE de
0,45 pym e 10 pL foram injetados. Os testes iniciais de separacao (métodos
1, 2 e 3) foram feitos em uma coluna Hypersil BDS C18 (100 mm x 4,6 mm);
particulas de 2,4 ym) Thermo Scientific (Waltham, EUA) e os finais (métodos
4, 5 e 6) em duas colunas Hypersil BDS C18 ligadas em série, uma de 50 mm
e uma de 100 mm, ambas com diametro de 4,6 mm e tamanho de particula de
2,4 um. Os gradientes de eluicdo testados sdo apresentados nas Tabelas 2 e
3. Os compostos presentes nas amostras foram identificados por comparagao
de seus tempos de retengao e espectros de ultravioleta (UV) com aqueles de
padrées analiticos, injetados nas mesmas condigdes.

Requisitos de validagao

Foram estabelecidos como requisitos para a validagdo do método a
ser desenvolvido a realizagdo de estudos de seletividade, linearidade das
curvas de calibragdo com sete solugbes dos padrdes, faixa de trabalho e a
determinagao dos limites de deteccao e quantificagdo, que foram calculados
a partir da triplicata de resposta das solugbes dos padrdes. A repetitividade foi
calculada a partir do coeficiente de variagao utilizando-se os resultados em
triplicata da andlise das amostras de V. planifolia, V. chamissonis, V. bahiana
e V. pompona, cuja extragao foi realizada por Soxhlet.



12 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 40

Tabela 2. Composiges dos gradientes utilizados nos testes com a coluna Hypersil
BDS C18 100 mm x 4,6 mm (particulas de 2,4 ym).

e lempo ZOLEED % Fase B % Fase C
(minutos) (Ac. acético 0,2%) (ACN) (MeOH)
0,01 90,0 5,0 5,0
8,00 70,0 15,0 15,0
15,00 50,0 25,0 25,0
Método 1 20,00 30,0 35,0 35,0
25,00 20,0 40,0 40,0
26,00 90,0 5,0 5,0
31,00 90,0 5,0 5,0
0,01 95,0 2.5 2,5
10,00 90,0 5,0 5,0
14,00 90,0 5,0 9,0
Meétodo 2 20,00 70,0 15,0 15,0
25,00 20,0 40,0 40,0
26,00 95,0 2,5 2,5
31,00 95,0 25 2,5
0,01 95,0 - 5,0
10,00 90,0 -—-- 10,0
14,00 90,0 - 10,0
Método 3 20,00 70,0 - 30,0
25,00 20,0 -—- 80,0
26,00 95,0 -——- 5,0
31,00 95,0 - 5,0

Acido acético, solugdo aquosa a 0,2 %; ACN: acetonitrila; MeOH: metanol.
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Tabela 3. Composigbes dos gradientes utilizados nos testes com duas colunas
Hypersil BDS C18 em série, uma de 100 mm e uma de 50 mm (4,6 mm diametro e
particula de 2,4 ym).

Tempo % Fase A % Fase B
(minutos) (H,PO, 0,2%) (ACN)
0,01 95,0 5,0
6,00 95,0 5,0
8,00 88,0 12,0
12,00 88,0 12,0
18,00 80,0 20,0
Método 4 22,00 70,0 30,0
23,00 40,0 60,0
25,00 40,0 60,0
26,00 95,0 5,0
30,00 95,0 5,0
0,01 96,0 4,0
8,00 95,0 5,0
11,50 90,0 10,0
19,00 90,0 10,0
Método 5 20,00 80,0 20,0
22,00 70,0 30,0
23,00 40,0 60,0
25,00 40,0 60,0
26,00 96,0 4,0
30,00 96,0 4,0
0,01 96,0 4,0
9,00 95,5 4,5
9,50 94,0 6,0
22,00 93,0 7,0
Método 6 22,50 88,0 12,0
30,00 80,0 20,0
30,50 20,0 80,0
32,50 20,0 80,0
33,00 96,0 4,0
36,00 96,0 4,0

H,PO,: acido fosférico, solugio aquosa a 0,2 %; ACN: acetonitrila.
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Resultados e Discussao

A qualidade da baunilha é caracterizada pelos teores de vanilina e de
outros compostos fendlicos presentes nos extratos. Para determinar estes
teores foi desenvolvido um método simples que pbdde separar e quantificar
0 maior numero de substancias fendlicas presentes em varios extratos de
baunilhas cultivadas no Brasil, com uma boa resolugao de linha de base em
uma unica corrida por CLAE-DAD. Os nove padrdes de qualidade para o
sabor de baunilha incluidos no método foram: alcool 4-hidroxibenzilico, acido
4-hidroxibenzodico, vanilina-4-O-3-D-glicose, 4-hidroxibenzaldeido, &cido
vanilico, vanilina, alcool 4-metoxi-benzilico (alcool p-anisico), acido ferulico
e acido p-anisico. Além destes padrdes, também foram incluidos outros
fendlicos (siringaldeido, acido homovanilico, 4cido siringico e guaiacol).

Inicialmente foram injetados dois extratos de baunilha obtidos por
maceracao (V. planifolia e V. bahiana) em diferentes métodos e gradientes
a fim de se obter boa resolugdo de linha de base. Estas amostras foram
escolhidas para os testes com os gradientes por apresentarem composi¢des
distintas.

Nos cromatogramas do método 1, similar ao descrito por Sinha et al.
(2007), pode ser observada a diferenga no perfil cromatografico dos extratos
das duas espécies de baunilha (Figura 2). A V. planifolia apresenta um pico
majoritario muito intenso em 5 minutos, enquanto os demais componentes
apresentam tempo de retencdo menor que 4,5 minutos. O extrato de V.
bahiana apresentou dois sinais com maior intensidade, com tempo de
retengdo maior que 6 minutos, que nao estao presentes na V. planifolia, da
mesma maneira que outro sinal com tempo de retengédo de 3,75 minutos. A
corrida cromatografica nestas condi¢bes indica a presenca de vanilina no
extrato de V. bahiana.

20,70

0.35

0,001

0.00 2,00 4,00 8.00 8.00 10,00 12,00 14,00 16.00 18,00
e

Figura 2. Cromatograma de compostos de fendlicos por CLAE em extrato de baunilha
Vanilla planifolia (azul) e Vanilla bahiana (preto) no método 1.
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Para aumentar a resolugéo entre os picos observados nestas amostras,
varias fases moveis foram avaliadas e, na sequéncia, as proporg¢des de
metanol e de acetonitrila foram reduzidas (método 2), enquanto que no método
3 a acetonitrila foi removida (Tabela 2). No método 2 houve coincidéncia
nos tempos de retencdo do pico principal detectado em V. planifolia (aos 9
minutos) com um dos picos principais da amostra de V. bahiana (Figura 3),
mas confirmou-se que o sinal com tempo de retengéo (t;) de 11 minutos n&o
estava presente em V. planifolia. Observou-se que houve coeluigdo no sinal
de tempo de retengao de 4,5 a 5 minutos no extrato de V. bahiana.

1.4
1.05
20,70
. \ LA
0.00

0.00 2,00 4,00 8.00 8.00 10.00 12,00 14,00 16.00 18.00 20,00
Mt

Figura 3. Cromatograma de compostos de fendlicos por CLAE em extrato de baunilha
Vanilla planifolia (azul) e Vanilla bahiana (preto) no método 2.

Com as modificagbes efetuadas no método 3, confirmou-se que estes
picos nao correspondem a uma mesma substancia, tendo eluido em tempos
de retengao diferentes. Portanto, as substancias correspondentes aos picos
principais encontrados na amostra de V. planifolia, que pelo método 3 eluem
em 8 e 11,5 minutos, ndo sdo as mesmas encontradas para a amostra de V.
bahiana (com t, 4 a 5 minutos, 9,5 e 14,5 minutos), como se poderia supor
com o perfil cromatografico obtido com o método 2 (Figura 3). Neste método
cromatografico haveria a (falsa) indicagdo da presenca de vanilina em baixa
concentragao no extrato de V. bahiana. Este método 3 é semelhante ao citado
na norma ISO, que utiliza solugdo de acido fosférico (0,01 mol/litro):metanol
(75:25), indicando que este método desenvolvido para V. planifolia nao atende
a outras espécies brasileiras. Pelos resultados obtidos optou-se por excluir o
metanol e realizar os demais ensaios com a acetonitrila.

O emprego de diferentes fases mdveis em uma ou mais colunas
cromatograficas € um dos requisitos para a comprovagao de seletividade do
método de analise. A seletividade € um requisito de validagdo importante para
garantir que os compostos de interesse em um estudo sejam quantificados
corretamente, mesmo na presenga de outros analitos ou interferentes
(INMETRO, 2020). Nas analises cromatograficas ndo se pode afirmar que um
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pico ou sinal cromatografico corresponda a apenas uma substancia, ja que
pode ocorrer coeluigdo com outras substancias. Existem, porém, ferramentas
que auxiliam na identificagdo, como o espectro no ultravioleta, obtido com
o detector de arranjo de diodos, incluindo-se a verificagdo da pureza do
pico, através dos softwares utilizados nas analises cromatograficas. Os
espectros dos padroes analisados sdo apresentados no Anexo 2. Ainda
assim, para substancias estruturalmente muito semelhantes, como € o caso
de alguns fendlicos presentes em Vanilla, os espectros no UV podem ser
muito semelhantes, ndo sendo suficientes para uma distingdo inequivoca
entre duas ou mais substancias com o mesmo tempo de eluicdo. Nestes
casos, a variacdo das condicbes cromatograficas, seja da composigdo da
fase estacionaria ou da fase mével, como proposto neste trabalho, permite a
resolucao dos constituintes que coeluem.

Observou-se que nas condi¢des utilizadas nos métodos 1, 2 e 3 nao
houve resolucao de 100% para alguns picos, como para aqueles que eluiram
na regiao entre 4 e 5 minutos no método 2 (Figura 3) e no método 3 (Figura
4), cuja separacao foi estudada a seguir.

1.4
1.05
20,70
0.35
0.00 \_.—f-’\—-/‘-'

0.00 10 OO 12,00 14,00 16.00 18.00 20,00

Figura 4. Cromatograma de compostos de fendlicos por CLAE em extrato de baunilha
Vanilla planifolia (azul) e Vanilla bahiana (preto) no método 3.

No método 4, com a adicdo de uma coluna de 50 mm em série a
anteriormente testada, de modo analogo ao descrito para a anadlise de
fendlicos em frutos de Eugenia brasiliensis (Nascimento et al., 2017), foi
observado que todos os sinais ficaram mais estreitos. Porém, também foi
verificada a coeluigéo de alguns picos, por exemplo para o acido vanilico (t,
9,5 min, cromatograma de V. planifolia, Figura 5).
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Figura 5. Cromatograma de compostos de fendlicos por CLAE em extrato de baunilha
Vanilla planifolia (azul) e Vanilla bahiana (preto) no método 4.

Com a alteracéo inicial do gradiente no método 5, os sinais apresentaram
melhor resolugéo. Ainda assim, quando os padrdes foram injetados nesta
condigao, verificou-se que o acido p-anisico eluiu ao final da corrida, periodo
da analise no qual a fase movel é ajustada para a limpeza da coluna (Figura
6). Outro problema detectado foi que alguns picos da amostra de V. bahiana
(Figura 6), embora apresentassem tempos de retenc¢do coincidentes com os
padrdées como, por exemplo, o tempo de retencéo do &cido siringico, os seus
espectros de UV nao correspondiam aqueles dos respectivos padrbes, nao
confirmando, portanto, a sua identificagdo. A contribuicdo do método 5 para a
seletividade foi a confirmagao de que a vanilina ndo esta presente no extrato
de V. bahiana.

1.4
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0.004
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o

Figura 6. Cromatograma de compostos de fendlicos por CLAE em extrato de baunilha
Vanilla planifolia (azul) e Vanilla bahiana (preto) no método 5.

Por fim, no método 6, o gradiente foi ajustado para incluir todos os
fendlicos na regido de analise e a maioria dos sinais apresentaram resolugao
aceitavel (Figura 7) e, nestas condigdes, foi possivel analisar os extratos das
baunilhas V. planifolia e V. bahiana. Com o emprego de seis diferentes fases
moveis e duas combinagdes de colunas, e com a comparagao do espectro no
ultravioleta do pico que elui em 16 minutos (Figura 7) e do padréo de vanilina,
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foi possivel afirmar que este sinal do extrato de V. planifolia corresponde a
vanilina, sem a presenca de interferentes. Considerando-se estes mesmos
critérios, outros compostos foram identificados no extrato de V. planifolia,
como o acido vanilico, 4-hidroxi-benzaldeido, acido 4-hidroxi-benzdico e
acido 4-hidroxi-benzilico. Foram detectados, em menores quantidades, os
acidos ferulico e p-anisico nas duas amostras. No entanto, para a amostra
de V. bahiana, nao foi possivel a identificagdo dos picos majoritarios com os
padrdes disponiveis.

0.00{ A )nk { /_"AL,\ PN N

0.00 3.00 8,00 2.00 12,00 15,00 18.00 21,00 24,00 27,00 20,00
Mt

Figura 7. Cromatograma de compostos de fendlicos por CLAE em extrato de baunilha
Vanilla planifolia (A) e Vanilla bahiana (B) no método 6.

Por outro lado, observou-se que aqueles compostos que em V. planifolia
sdo 0s majoritarios, estariam presentes em quantidades muito menores na
amostra de V. bahiana. Outros compostos que inicialmente apresentaram
tempos de retengao coincidentes com padrées como, por exemplo, aquele
em 6,7 minutos (Figura 7), pela analise do espectro no ultravioleta, seria
um derivado de vanilina. Assim, a identificagcdo dos compostos presentes
em extratos de V. bahiana requer uma analise adicional por outras técnicas,
como cromatografia liquida acoplada a detectores de massa.

Na Figura 8 & apresentado o cromatograma dos padrdes, tendo-se
verificado resolucdo completa (linha de base). Na Tabela 4 observam-se as
concentragdes dos marcadores de qualidade de baunilha. Pode-se notar que
o método permitiu a analise dos extratos de V. pompona que apresentou
concentracdo menor de vanilina em relagdo a V. planifolia, enquanto que
V. chamissonis apresentou teor elevado do alcool 4-metoxi-benzilico que &
um precursor de vanilina, também quantificado na V. pompona em menor
concentragéao.
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Figura 8. Padroes de compostos fendlicos analisados por CLAE. Mix de padrdes

(preto); Vanilla chamissonis (azul);

(vermelho) e Vanilla planifolia (rosa) no método 6.

Tabela 4. Composicéo de favas de espécies de baunilha (mg/100g)*

Componente

V. planifolia

V. chamissonis

Espécies

Vanilla bahiana (verde);

V. bahiana

Vanilla pompona

V. pompona

Alcool 4-hidroxi-benzilico 116,0
Acido 4-hidroxi-benzéico 285,0
Vanilina 4-O-glucosideo 15,5
4-hidroxi-benzaldeido 81,0
Acido vanilico 137,6
Vanilina 1426,2
Alcool 4-metoxi-benzilico 1,9
Acido ferulico 19,6
Acido p-anisico 4.6

1,2
71
17,8
0,9
4,3
1,8
1388,9
1l
0,8

41,4
11,2
4,1
03
nq
ng
195,5
4,71
76

84
22,3
15,4

58
223

1924

968,3
42,9

34

*Média dos resultados obtidos na andlise em triplicada dos extratos obtidos na extragdo por

Soxhlet.
ng: ndo quantificado.
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Quanto a repetitividade, foi considerado que o coeficiente de variagéo (CV)
seria uma medida apropriada, ja que nao existem outros recursos para calculo
de precisao e exatiddo, como o uso de materiais certificados de referéncia ou
ensaios de proficiéncia (INMETRO, 2020). Para as amostras que constam
na Tabela 4, os resultados de CV foram abaixo de 10% para os marcadores
principais, resultado considerado como aceitavel para esta analise.

Quanto a linearidade de resposta dos padrdes analiticos, observou-se que
os compostos marcadores de qualidade de baunilha, que foram quantificados
nas amostras avaliadas, apresentaram coeficiente de determinacdo R? acima
de 0,99 para uma ampla faixa de trabalho (Tabela 5). A linearidade pode ser
observada também na Figura 9, para o padrao de 4-hidroxi-benzaldeido, que
foi selecionado para o calculo de limite de quantificagdo (LQ) e de detecgéo
(LD), j& que esta substancia foi quantificada no nivel mais baixo de 0,3
mg/100g (Tabela 4). A estimativa de LQ e LD para o 4-hidroxi-benzaldeido foi
realizada utilizando-se a curva de calibragdo do padréo, que apresentou CV
abaixo de 3%, para todas as solugdes utilizadas. Pela técnica de observacao
visual da curva, as solugdes mais diluidas dos padrées com concentragdes
mais baixas, foram consideradas como LD e LQ, com valores de 0,11 e 0,22
nanogramas, respectivamente, em virtude dos maiores desvios em relagao a
curva de regressao.

Tabela 5. Faixa de trabalho e coeficiente de correlacédo das curvas de regressao
obtidas para as substancias quantificadas em favas de espécies de baunilha

Faixa de trabalho Equacéo da Coeficiente de

(ug/mL) curva analitica correlagao (R?)
Alcool 4-hidroxi-benzilico 1,170 - 234 y =4617x + 4258 0,999
Acido 4-hidroxi-benzéico 0,990 - 198 y = 28632x + 21063 0,999
Vanilina 4-O-glucosideo 0,262 - 52,4 y = 14094x + 2017,7 0,999
4-hidroxi-benzaldeido 1,128 - 226 y = 50348x + 42382 0,999
Acido vanilico 1,069 - 213 y = 22354x + 16830 0,999
Vanilina 1,123 - 225 y = 26008x + 18140 0,999
Alcool 4-metoxi-benzilico 5,684 - 1137 y = 3993,8x + 27210 0,999
Acido ferdlico 0,434 - 86,7 y = 12206x + 3546,8 0,999

Acido p-anisico 0,277 - 55,5 y =31092x + 5190,7 0,999
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Figura 9. Curva de calibragdo do padrao de 4-hidroxi-benzaldeido no método 6.

Conclusao

O método de CLAE-DAD desenvolvido para analise de vanilina e outras
substancias fendlicas encontradas nas espécies de baunilhas apresenta
boa resolugcao e permite quantificar e identificar, por comparagao, os nove
componentes associados ao padrao de qualidade para baunilhas. O método
desenvolvido é seletivo e previne erros de identificagdo que ocorreriam
com emprego de outros métodos de analise, nos quais ocorreria coeluigao
destes compostos de interesse com outros componentes presentes nas
amostras.
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Anexos

Anexo 1. Formulas estruturais das substancias citadas.
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Anexo 2. Estruturas quimicas, espectros de UV (na ordem de eluigdo do método 6) e
tempo de retencéo (tR) de padrdes e de substancias encontradas nas amostras
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