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Resumo: A eficiéncia de métodos para andise de 5-hidroximetilfurfural por cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detecgdo naregido do ultravioleta e determinagdo de sacarose, glicose e frutose por
cromatografialiquida com deteccdo por indice derefragdo foi avaliada. Apds otimizagéo das condi¢des
andliticas, os principais parametros de validagdo (linearidade, limite de quantificacdo, limite de
deteccdo, recuperagdo, sensibilidade e precisdo) foram determinados e demonstraram que os procedi-
mentos analiticos podem ser aplicados para o controle do processo de producado de poli(3-hidroxibuti-
rato).
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Introducdo

Poli(hidroxialcanoatos) (PHAs) sdo
polimeros termopl asticos biodegradaveis produzi-
dos mediante processos hiotecnol égicos a partir de
fontes de carboidratos renovavels e constituem
uma classe geral de polimeros microbianos [1],
que em bactérias sdo produzidos e acumulados
intracelularmente, na forma de granulos, como
reserva de carbono e energia, podendo apresentar
até 80% damassa secatotal dacélula[2].

O poli(3-hidroxibutirato) (PHB) é um dos
PHASs mais estudados e possui propriedades ter-
moplésticas semelhantes & do polipropileno.
Entre os microrganismos que produzem PHB, a
espécie Ralstonia eutropha € uma das que apre-
sentam as condi¢gdes mais favoréveis para pro-
ducéo em escalaindustrial [2].
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A producdo industrial de PHB tem sido
realizada empregando como substrato aglcar
invertido [1]. A inversdo da sacarose é uma etapa
extremamente importante na producéo de PHB,
pois a linhagem da bactéria (Ralstonia eutropha)
empregada ndo assimila diretamente a sacarose,
mas sim glicose e frutose [3]. Além disso, no
processo de inversdo pode ser produzido o 5-
hidroximetilfurfural (5-HMF) que é toxico paraa
Ralstonia eutropha. Portanto, torna-se impre-
scindivel o desenvolvimento e/ou a vaidagao de
métodos analiticos para avaliar a €eficiéncia da
inversdo da sacarose e a concentragdo de 5-HMF
no substrato alimentar das bactérias.

Este trabalho descreve a otimizagdo das
condicOes experimentais e a determinagdo dos
principais parametros de validagdo de métodos
empregando cromatografia liquida de ata efi-
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ciéncia (HPLC) com deteccdo naregido do ultra-
violeta (UV) para andlise de 5-HMF e HPLC
com detecgado por indice de refragéo (RI) paraa
determinacg&o simultanea de sacarose, glicose e
frutose.

M ateriais e métodos

Equipamentos
HPLC —RI

Cromatografo liquido equipado com duas
bombas modelo ProStar 210 (Varian), injetor ma-
nual modelo 7125 (Rheodyne) com loop de 20 m,
detector de indice de refragdo modelo R401
(Weaters) eintegrador modelo Chromatopac C-R6A
(Shimadzu). Coluna analiticade ago inox KS-801
(300 mm x 8 mm d.i.; Shodex) e pré-colunade ago
inox KS-G (Shodex) foram empregadas para deter-
minacdo de sacarose, glicose e frutose. Condicgdes
de operacdo: temperatura da coluna, 22+2°C;
polaridade, positiva; atenuagdo, 8; velocidade do
papel, 2,5 mm/min; fase moével, solucdo de hidré-
xido de sodio (5,0 . 104 mol L-1) com vazéo de 0,4
mil/min.

HPLC - UV

Cromatografo liquido equipado com duas
bombas modelo ProStar 210 (Varian), injetor
manual modelo 7125 (Rheodyne) com loop de
20 m e detector UV-Vis modelo 320 (Varian) foi
usado para andlise de 5-HMF. Coluna analitica
de aco inox C18 (250 mm x 4.6 mm d.i.., 5 nm;
Varian) foi mantidaa 22 +2°C. Afase mével con-
sistiu de acetonitrila:dgua (5:95, v/v) a1l ml/min.
Adeteccdo foi redlizadaa 283 nm. Aaquisicéo e
o tratamento de dados foram realizados com Star
Chromatography Workstation (Varian).

Reagentes, solventes e materiais

Acetonitrila (J.T.Baker) foi de grau
HPLC. Sacarose (Labsynth), glicose (Reagen),
frutose (Sigma) e hidroxido de sodio
(Mallinckrodt Baker) foram de grau analitico.
Padrao de 5-HMF (99%) foi obtido da Sigma-
Aldrich. Solugdes estoque foram preparadas a
partir dos padrdes de carboidratos ou 5-HMF em
agua para obtencgado de concentragdo de 7g kg-1
(sacarose), 159 kg1 (glicose), 24g kg1 (frutose)
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e 300mg kgt (5-HMF). As solugdes de trabalho
foram preparadas mediante diluicdo das
solugdes estoque. Solucéo de hidroxido de sodio
(5,0 . 104 mol L-1) e acetonitrila:dgua (5:95,
v/v) usadas como fase mével, amostras, solu-
¢0es de carboidratos e 5-HMF foram preparadas
com &gua purificada em sistema Milli-Q
(Millipore) e filtradas em membranas com
porosidade de 0,45 nm (Millipore).

Métodos
Determinacéo de aglicares por HPLC-RI

Para determinacdo de aglicares em amostra
liquida (xarope) construiu-se uma curva de respos-
tado sinal analitico (&rea) contra concentragdo dos
padrfes de sacarose, glicose e frutose para verificar
alinearidade do detector no intervalo de concen-
tragdo de trabalho, porém a quantificagéo pode ser
feita por fator de resposta.

Massas de padréo de sacarose, glicose e
frutose foram pesadas e diluidas em &gua -
relacdo massa/massa (m/m) - e apods filtragdo
foram analisadas por HPLC-RI.

As respectivas concentrages de sacarose,
glicose e frutose podem ser determinadas diluin-
do-se as amostras de xarope em &gua respeitan-
do-se o intervalo de linearidade do detector e o
limite de quantificagao.

Determinacdo de 5-HMF por HPLC-UV

Para determinacdo de 5-hidroximetilfur-
fural (5-HMF) em amostra liquida (xarope) con-
struiu-se uma curva de resposta do sinal analitico
(érea) contra concentragdo do padrdo de 5-HMF
para verificar a linearidade do detector no inter-
valo de concentracdo de trabalho e a quantifi-
cacdo faz-se com fator de resposta.

Aliquotas de padréo de 5-HMF foram
pesadas e diluidas em agua - relaco massa/massa
(m/m) - e ap6s filtragdo foram analisadas por
HPLC-UV. A deteccdo foi reslizada no compri-
mento de onda de absor¢do méxima do 5-HMF,
ou sgja, 283nm.

A concentracdo de 5-HMF pode ser
determinada diluindo-se as amostras de xarope
em &gua considerando-se o intervalo de lineari-
dade do detector e o limite de quantificacéo do
método.
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Resultados e discussio

As condi¢des experimentais tais como:
composicdo e vazdo da fase moével foram
otimizadas considerando o tempo de andlise e a
separacdo adequada dos compostos de interesse.
Inicialmente, metanol:aguafoi testado como fase
movel para determinacdo de 5-HMF. Entretanto,
0 uso de acetonitrilazdgua forneceu uma maior
simetria do pico cromatogréfico e sob as condi-
¢Oes experimentais descritas 0 tempo de andlise
foi de aproximadamente 15 minutos. Métodos
tém sido descritos para determinacdo de aglcares
empregando gradiente de eluicdo e detector
amperométrico. Entretanto, o detector de indice
de refracdo requer o uso de andlise isocrética,
aém do controle de temperatura. A vazéo dafase
movel para andlise de aglcares foi selecionada

. , .
Fespnda do detector i

considerando o limite de pressdo (<715 psi)
recomendado pelo fabricante da coluna utilizada
e mantendo-se as condi¢des mencionadas a sepa-
racdo de sacarose, glicose e frutose foi realizada
em aproximadamente 30 minutos. Cromato-
gramas das andlises de sacarose, glicose e frutose
por HPLC-RI e 5-HMF por HPLC-UV estdo
apresentados na Figura 1.

Com o intuito de garantir a confiabilidade
dos resultados analiticos foram determinados os
principais parémetros de validacdo dos procedi-
mentos propostos para a andlise de 5-HMF e agl+
cares. Devido a biocompatibilidade do PHB, a
determinagdo dos pardmetros de validagdo (sensi-
bilidade, intervalo de trabalho, linearidade, pre-
cisdo, recuperacao, limite de deteccéo e limite de
quantificag@o) das metodologias descritas para o
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Figura 1. Cromatogramas:. (A) solug&o padréo de sacarose, glicose e frutose; (B) solugdo padrdo de 5-

HMF.
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controle do processo de producéo do PHB foi
realizada de acordo com as recomendages da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria —
ANVISA [4] para métodos cromatograficos em
amostras de farmacos e outros produtos com
aplicagdes farmacéuticas.
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Figura 2. Area média e relacio de &rea média
sobre concentragdo em funcdo da concentragéo
das solugdes de padréo: (A) sacarose; (B) gli-
cosg; (C) frutose.
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A andlise dos agUcares (sacarose, glicose e
frutose) foi realizada simultaneamente empregan-
do fator de resposta para cada substancia, porém
paraverificar alinearidade do detector, no interva-
lo de concentracdo esperado nas amostras do
processo de inversdo da sacarose, foram injetadas
no HPLC-RI em triplicata cinco soluctes de dife-
rentes concentragtes dos padrdes dos carboidratos.
Com injegdes de solugbes contendo individual-
mente cada um dos andlitos de interesse deste
método, fez-se aidentificacdo por meio dos especi-
ficos tempos de retencdo dos picos cromatogréfi-
cos. A média dos correspondentes tempos de
retencdo para sacarose, glicose e frutose com os
valores de desvio padréo (DP, n=3) foram 18,27
0,02, 21,65 £0,05 e 24,7 +0,5minutos.Val ores de
coeficiente de variagdo (CV, n=3) inferioresa 7,6
% foram obtidos para os valores de area dos picos
cromatograficos referentes aos carboidratos. Estes
resultados demonstram a precisdo instrumental.

A Figura 2 que apresenta a distribuicdo
dosvalores de &reamédia e relacdo de areamédia
sobre concentragcdo em funcdo da concentragdo
dos correspondentes aglicares.

Os fatores de resposta (FR,) calculados
segundo a Equagdo 1 e seus valores de desvio
padrédo (n=3) para sacarose, glicose e frutose
estdo dispostos na Tabela 1.

"o @

Naequacdo 1 A, corresponde aos valores
de érea dos acglicares, ¢ a concentragdo e FR, 0
fator de resposta com indice n subscrito denotan-
do os aglcares.

Os valores de sensibilidade (dado pelo
coeficiente angular da reta), limite de quantifi-
cacdo, limite de detecco, intervalo de trabalho,
precisdo, recuperacdo média e os respectivos va
lores de desvio padréo (n=3) obtidos para andli-
ses realizadas em trés niveis de concentragio
estéo dispostos na Tabela 1.

Os valores obtidos de relagdo da érea
média sobre concentragdo (respostas relativas)
em funcgdo da concentracdo dos correspondentes
acucares (FIGURA 2) demonstram a linearidade
no intervalo de concentragdo de trabalho, pois
com excegdo do menor valor de concentragéo de
glicose, as respostas relativas apresentam varia-
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Tabela 1. Parametrosdascurvas de resposta paradeterminagdo da concentracdode sacarose, glicose e frutose.

PARAMETRO

Sensibilidade/uV/gkg *
Intervalo de trabalho /g kg*
Precisdo
(CV,repetitividade/%)

Recuperagao (%)
Médiat DP

LQ/gkg®
LD /gkg®
FR . 10°+ DP

SAC

2,9295.10°
0,1712 - 1,1017

471

0,2635 g kg =>94 £5
06573 gkg?=>95+5
09768 gkg'=>96+8
0,0512

0,0154

3,1:0,1

GLI
VALORES
1,2511 . 10°
0,6371 - 9,3592

3,92

1,3530 g kgt => 98+ 3
2,4338 g kg => 103+ 6
3,1440 g kgt =>98+3

FRU
2,4175 . 10°
0,7045 — 11,8453
3,60

1,7256 g kgl => 101 + 3
53731 g kgl => 102 + 4
14,8980 g kg => 101+ 5

¢80 de +5% [5]. Proporcionalmente tem-se uma
maior sensibilidade para a sacarose, pois para
uma peguena variagdo de concentragdo de saca
rose ocorre uma maior variagdo de area em
relacdo aos outros agucares.Os valores de pre-
cisdo (repetitividade) darelagdo de areados picos
cromatograficos no nivel médio de concentragao,
dados pelo coeficiente de variagdo (n=3) para
sacarose, glicose e frutose foram 4,71; 3,92 e
3,60 %, respectivamente. Valores médios (n=3)
de recuperacdo entre 94 e 103% com desvio
padrdo entre 3 e 8 foram obtidos para os aglcares
nos trés niveis de concentracdo avaliados. Estes
resultados estdo de acordo com os limites (5,6 <
CV < 8) aceitos para o intervalo de concentragdo
estudado [6]. Os valores de limite de quantifi-
cacdo (LQ) determinados a partir da Equagdo 2
para sacarose, glicose e frutose foram 0,0512,
0,1223 e 0,0728 g kg1, respectivamente.

_DP,10
“Ic

Lo @

Na Equacdo 2, DP, representa 0 desvio
padr&o para no minimo trés curvas de resposta e
IC o vaor do coeficiente angular da reta, con-
siderando uma curva de resposta linear.

Os vaores de limite de deteccdo (LD)
forma determinados a partir da Equacéo 3.

Ecl. Quim., Sdo Paulo, 31(1): 13-20, 2006

0,1223 0,0728
0,0367 0,0218
1,3 0,1 25+0,1
DP. 3
_Dr3 3
D==5 ©)

Portanto, na determinagdo simultanea da
concentracdo de sacarose, glicose e frutose em
amostras do processo (xarope) pode-se utilizar uma
equacdo equivalente a Equagdo 1, ja que sdo obti-
dos osvaoresdo fator de resposta dos padroes e 0s
valores de érea dos picos cromatograficos dos
respectivos aglicares presentes nas amostras.

A linearidade da resposta do detector para
o 5-HMF foi determinada, no intervalo de con-
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Figura 3. Areamédiae relacio de &reamédiasobre

concentragdo de 5-HMF em funcéo das diferentes
concentragBes das solugdes de padrdo de 5-HMF.
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Tabela 2. Pardmetros da curva de resposta de 5-HMF.

PARAMETRO
Sensibilidade /mV/mg kg
Intervalo de trabalho /mg kg*
Preciséo

(CV repetitividade/%)

Recuperacéo (%)
média + DP

LQ/mg kg*
LD/mg kg'l
FR .10+ DP

centracdo de trabalho para as amostras, mediante
injecbes dos cinco padrbes em triplicata no
mesmo dia. Valores de coeficiente de variacéo
(n=3) inferiores a 4,5 % foram obtidos para a
areado pico cromatografico. A média dos tempos
de retencdo e o desvio padréo (n = 3) calculado
foi 12,18 #0,04 minuto. Estes resultados
mostram a precisdo instrumental.

A distribuic&o dos pontos para a média de
areae arelacdo de areamédia sobre concentragdo
em funcdo da concentragdo de 5-HMF estdo
apresentadas na Figura 3. Observa-se propor-
cionalidade da resposta do detector no intervalo
de concentracdo estudado.

O resultado médio do fator de resposta
(FR,) e o respectivo desvio padréo (n=3) para 5-
HMF estdo apresentados na Tabela 2. O valor de
FR, foi calculado para solugbes com concen-
tragdes de 0,7839mg kg-1 a5,3326mg kg-1.

A partir dos valores de FR,, dos padrdes e
area (resposta do detector) obtidos para 5-HMF
em amostras de xarope, resultantes da inverséo
da sacarose determina-se a concentragdo do
analito de interesse empregando-se a Equagdo 1.

Osvaoresde limite de quantificagao, limite
de detecco, sensibilidade, intervalo de trabalho,
precisdo, recuperacdo média e os valores de desvio
padréo obtidos para andlises realizadas em trés
nivei's de concentragdo estéo dispostos na Tabela 2.

O limite de quantificacdo (LQ) determina
do foi de 0,2098 mg kg! e o limite de deteccéo foi
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VALORES
1,5627 . 10"
0,7839 - 7,3326

1,07

1,3884 mg kg => 1011
2,0573 mg kg! => 102+1
2,7648 mg kg! => 1013
0,2098

0,0629

1,51+0,07

de 0,0629 mg kg-!. Os valores médios (n=3) de
recuperacdo variaram de 101 a 102% com desvio
padr&o entre 1 e 3 nos trés niveis de concentragdo
estudados e estdo de acordo com os valores
recomendados, ou seja CV menor que 16 [6].
Embora a eficiéncia de uma metodologia
andliticadeva ser continuamente avaiada, os par&
metros de validacdo determinados permitem que 0s
métodos descritos sgam aplicados em amostras
para o controle do processo de producdo de PHB.

Conclusdo

A otimizagdo das condicBes experimen-
tais e a determinacdo dos principais parametros
de validagdo demonstraram que os métodos cro-
matogréficos propostos podem ser empregados
paraaandalise de 5-hidroximetifurfural e aglicares
(sacarose, glicose e frutose) em amostras do
processo de produco do poli(3-hidroxibutirato).
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Determination of validation parameters to chromatographic methods in 5-hydroxymethilfurfurol and
sugar analysis to samples from production process of biodegradable polymer.

Abstract: The efficiency of methods for the analysis of 5-hydroxymethylfurfura by high performance
liquid chromatography with ultraviolet detection (HPLC-UV) and determination of sucrose, glucose
and fructose by HPL C with refractive index detection (HPLC-RI) was evaluated. After optimization of
the analytical conditions, the main validation parameters (linearity, quantification limit, detection limit,
recovery, sensitivity and precision) were determined and demonstrated that the analytical procedures
could be applied to control the process of poly(3-hydroxybutyrate) production.

Keywords: liquid chromatography; sugars; 5-hydroxymethylfurfural; poly(3-hydroxybutyrate)
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