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Introducao

Os acidos p-cumarico e ferllico, principais acidos
fendlicos presentes em plantas (lignina “non-core”),
estdo associados aos componentes da parede
celular através de ligagdes éster ou éter'. A extragdo
a temperatura programada utilizando um banho
ultratermostatico a 20 °C por 24 h é o principal
método para tratamento de amostras de forrageiras
visando & quantificagdo os 4&cidos ferulico e p-
cumérico éster-ligados®. A fim de propor um método
alternativo e mais rapido de extragao, no presente
trabalho desenvolveu-se uma nova metodologia de
extracdo destes compostos em amostras de
forrageiras aplicando o ultra-som e a quantificagao
por HPLC usando a padronizagao interna.

Resultados e Discussao

Neste estudo foi utilizado um banho ultrassénico
Unique, modelo USC2850, dotado de dois cristais
piezoelétricos, operando a freqiéncia de 25 kHz e
poténcia de 120 W. O estudo foi realizado com a
amaostra (25,0 mg) de P. maximum (n = 3), extraida
a temperatura ambiente com NaOH 1 mol L™ em
diferentes tempos de sonicagao: 15, 30, 60, 90, 120,
150, 180, 210, 240, 270 e 300 min. Observou-se que
os tempos de sonicagdo entre 15 e 90 minutos nao
foram suficientes para extrair completamente 0s
4cidos éster-ligados, sendo que a concentragéo
maxima de extragdo foi alcangada entre 120 e 150
min. Comparando-se as concentragdes obtidas para
sonicagao por 120 min com as obtidas na extragdo
em banho uliratermostatico (20 °C por 24 h),
observou-se que o ultra-som- apresentou menores
valores de desvio-padrao, mostrando-se mais
reprodutivel. A quantificagao dos &cidos ferilico e p-
cumérico foi realizada no HPLC Agilent 1100 series,
detector UV-VIS MWD, injetor manual (20 pL),
coluna de fase reversa C-18 Zorbax ODS. O
comprimento de onda para detecg@o, composi¢ao e
fluxo da fase movel foram pardmetros estudados. A
melhor condigdo foi obtida por eluigio isocratica
com a composicao da fase movel
acetonitrila/metanol/HsPOs pH 2,08 (13:12,5:74,5),
1mL min"' e deteccdo em 316 nm. Foram realizados
estudos para avaliagio do método, aplicando
padronizagdo externa (MPE) e interna (MPI),

empregando os padroes de acido m-cumarico como
surrogate (PS) e o-cumarico como padréo interno
(Pl). Os métodos foram lineares em uma faixa de
concentragao de 3,00 a 30,00 mg L'. Para a
determinagdo dos limites de deteccao e
quantificagdo,  repetitividade e recuperacao,
amostras (25,0 mg) de P. maximum foram extraidas
com NaOH 1 mol L por 2 h em ultra-som. Nestas
condigbes, apenas os acidos ferllico e p-cumarico
éster-ligados a parede celular foram extraidos’. Os
limites de qyantificagéo por MPl e MPE foram 0,28 e
1,91 mg L' para o acido p-cumarico e 0,15 e 1,12
mg L' para o &cido ferilico. Na avaliagao da
repetitividade, a padronizagdo interna apresentou
DPR £ 1 %, e a padronizagdo externa DPR = 4 %.
Com relagdo a recuperagdo, o MPI (83 a 99 %)
mostrou-se mais eficiente que MPE (82 a 91 %). O
método proposto foi aplicado para a determinagao
dos acidos ferllico e p-cumdrico em amostras de
forrageiras (Tabela 1).

Tabela 1. Concentragées (n = 3) e intervalo de confianca
(o = 0,05), em mg g peso seco, dos 4cidos fertlico e p-
cuméarico em amostras de B. brizantha e P. maximum.

Amostra | Fragao | Concentragéo (mg g” peso seco)
Ac. p-cumarico Ac. terdlico
Brachiaria caule 7,99 + 0,20 541+ 0,25
brizantha cv. [™oina 598+0,18 563%0,12
Marandu
Panicum caule 7,74+ 0,33 4,19+ 0,10
maximum cv.
folha 436+0,14 3,35 +0,17
—Mombaca

O método proposto utilizando o ultra-som mostrou-
se mais reprodutivel e mais rapido (2 h) que o
método convencional (24 h). A padronizagao interna
apresentou menores valores de limites de
quantificagéo, maior repetitividade e maiores valores
de recuperagdo para amostras fortificadas com o0s
4cidos fertlico e cumarico.
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