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Resumo: O uso de bioativos provenientes de fontes naturais requer a extracao e purificacao
destes compostos para aplicacao em aditivos e ingredientes alimentares, farmacéuticos e
cosméticos. Este trabalho teve por objetivo validar a quantificagao de compostos fendlicos
a partir da microalga Spirulina sp. LEB-18. A validacdo da metodologia seguiu o Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizacao e Qualidade Industrial (INMETRO) e International
Conference on Harmonisation (ICH), sendo avaliados os parametros de especificidade, linea-
ridade, robustez, limite de detecgao, limite de quantificag@o, precisao e exatidao. O método
apresentou coeficiente de correlacao de 0,9978, confirmando a linearidade do método. Nas
andlises de precisao intermedidria para amostras desengorduradas nao houve diferenga sig-
nificativa (p < 0,05) entre analistas e o desvio padrao relativo ndo ultrapassou de 2%, assim
como na andalise de reprodutividade de amostras in natura integral e desengordurada. Na
analise de exatidao observou-se boa recuperacao, dentro da faixa de 80 a 120%. A validacao
da metodologia analitica demonstrou-se apropriada para determinar a concentragao de com-
postos fendlicos em extratos de Spirulina sp. LEB-18.
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Abstract: The use of bioactive compounds in the preparation of food additives and ingre-
dients as well as pharmaceuticals and cosmetics, requires the extraction and purification of
these compounds from natural sources. This study aimed to validate the quantification of
phenolic compounds in Spirulina sp. LEB-18 samples. The validation of the methodology
followed INMETRO and ICH, and evaluated the specific parameters, linearity, ruggedness,
detection limit, quantification limit, precision and accuracy. The method presented cor-
relation coefficient of 0.9978, confirming the linearity of the method. In the intermediate
precision analysis to degreased samples there was no significant difference (p < 0,05) between
analysts and the relative standard deviation did not exceed 2%, as well as the reproducibility
of analysis of samples in natura full and degreased. For accurate analysis good recovery was
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observed within the range of 80 to 120%. Validation of analytical methodology proved to be
suitable for determining the concentration of phenolic compounds in extracts from Spirulina
sp. LEB-18.

Key words: phenolic compounds, linearity, microalgae, analytical validation.

1 Introducao

A microalga Spirulina é uma cianobactéria filamentosa, que, possui como metabolismo
principal a fotossintese onde a fonte principal de energia é a luz solar. A Spirulina é cons-
tituida de altos teores de proteinas (64-74%), cidos graxos poli-insaturados e vitaminas além
de propriedades antioxidantes e antimutagénicas, devido a presenga de compostos fendlicos,
favorecendo o seu uso como alimento funcional [1, 2].

Compostos fendlicos sao substancias que possuem anel aroméatico, com um ou mais gru-
pos substituintes hidroxilicos, incluindo seus derivados funcionais (ésteres, metil ésteres,
glicosideos, dentre outros). A natureza dos polifendis varia a partir de simples moléculas
como os acidos fendlicos, até as altamente polimerizadas como os taninos. Estudos sobre
compostos bioativos extraidos de microalgas tém enfatizado e demonstrado a sua ativi-
dade antioxidante, antiinflamatodria, antimicrobiana, antifingica, citotéxica e propriedades
de inibi¢do enzimdtica entre outras [3, 4, 1]. Estas caracteristicas tém despertado interesse
no uso terapéuticos das microalgas, para cura ou prevencao de doengas cronicas tais como
diabetes, hipertensdo, hipercolesterolemia e outras [5]. Dentre as microalgas, destaca-se a
Spirulina, classificada como GRAS (Generally Recognized As Safe) emitido pelo Food and
Drug Administration (FDA) [6].

A extragao e purificacido de fitoquimicos a partir de fontes naturais sdo necessarias, uma
vez que estes bioativos sao muitas vezes utilizados na preparagao de suplementos dietéticos,
nutracéuticos, ingredientes para alimentos funcionais, aditivos alimentares, produtos far-
macéuticos e cosméticos [7]. Por isso, é essencial a valida¢ao de uma metodologia especifica,
robusta, sensivel, precisa e exata para a detecgao de compostos fendlicos da microalga Spiru-
lina sp. LEB-18, constituindo-se de fundamental importancia para o controle de qualidade
dos produtos, e sendo parte das normas de Boas Préticas de Fabricacao e Controle [8, 9]. A
Resolugao Especifica (R.E.) n°® 899, de 29 de maio de 2003, “Guia para validagao de métodos
analiticos e bioanaliticos” da ANVISA [10], determina que para validar uma metodologia faz-
se necessario avaliar os seguintes parametros: especificidade, linearidade, robustez, limite de
detecgao (LD), limite de quantificagdo (LQ), precisdo e exatiddao. Apesar das vantagens in-
discutiveis na utilizacao da técnica cromatogréifica CLAE, esta apresenta algumas limitagoes
como o alto custo da instrumentacao e da operagao, tempo relativamente longo de analise e
ainda a necessidade de experiéncia no manuseio do equipamento e tratamento de amostras
[11].

O objetivo deste trabalho foi validar a quantificacao de compostos fendlicos em amostras
de microalga Spirulina sp. LEB-18 seguindo normas do INMETRO e ICH.
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2 Desenvolvimento

2.1 DMateriais

A microalga Spirulina sp. LEB-18 foi fornecida pelo Laboratério de Engenharia Bi-
oquimica da FURG. Amostras in natura integrais e desengorduradas pelo método de Soxhlet
utilizando éter de petrdleo [12] foram utilizadas.

As analises foram realizadas nos Laboratérios de Ciéncia de Alimentos e de Engenharia
Bioquimica da FURG. Como padrao para quantificagao dos compostos fendlicos, foi utilizado
o 4cido gdlico (Merck), com grau de pureza de 99% em espectrofotémetro UV-Vis marca
Varian, modelo Cary 100.

2.2 Métodos

2.2.1 Extracao dos compostos fendlicos

Os compostos fendlicos da biomassa Spirulina sp. LEB-18 foram extraidos a frio com
metanol, na proporcao de 1:5 (p/v) a 25°C durante 60 minutos, sob agitacao orbital (Tecnal,
TE-141) a 160 rpm, com uma interrupgdo de 15 minutos e agitagdo novamente por mais
60 min, com a adicao do solvente (10 mL), seguida por particio com hexano. As solugoes
metandlicas foram secas em rotaevaporador (Quimis®, Q-344B2) e o residuo foi dissolvido
em dgua destilada. O extrato foi clarificado com 5 mL de hidréxido de bério 0,1 mol/L e
5 mL de sulfato de zinco a 5%, deixado em repouso por 20 minutos, centrifugado a 3220g
por 15 minutos, filtrado e avolumado com agua destilada em baldao volumétrico. O conteido
fenolico livre foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu, que consiste na oxidacao dos
fenolatos, reduzindo os acidos a um complexo azul Mo-W devido a solucao de {fons complexos
poliméricos formados a partir de heteropoli-acidos fosfomolibdicos e fosfotingsticos [13],
permitindo a determinacdo da concentragdo por espectrofotometria (Varian, Cary 100) no
comprimento de onda 750 nm, utilizando uma curva padrao de 4cido gélico (2,5 a 22,5

pg/mL) [14].

2.3 Parametros de validacao
2.3.1 Faixa de trabalho e linearidade

A linearidade do método foi verificada através da leitura em espectrofotémetro (750nm)
a partir de uma curva padrao de acido galico cujas concentracoes variaram de 2,5 a 22,5
ng/mL. Através dos valores de absorvancia obtidos, construiu-se um gréfico de concentracao
versus absorvéancia utilizando-se como critério de aceitagao um coeficiente de correlagao (R)
maior que 0,90 de acordo com o INMETRO [15] e maior ou igual a 0,99 de acordo com a
ANVISA [10]. Com os dados da curva de calibragdo, calculou-se o coeficiente angular da
reta e o seu ponto de intersecgao no eixo y, conforme Equacgao 1.

y=az+b, (1)

sendo y = resposta média, x = concentracdo, a = inclinagdo da curva de calibracdo (sensi-
bilidade) e b = interceptagao com o eixo y.
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2.3.2 Sensibilidade, limite de detecgao (LD) e limite de quantificacao (LQ)

A sensibilidade foi determinada simultaneamente ao teste de linearidade e expressa pelo
coeficiente angular da curva de calibragao, sendo dependente da natureza do analito e da
técnica de detecgao [16] e calculada de acordo com a Equagao 2.

dy

S = dz’ (2)

sendo S = sensibilidade, dx = variacao da resposta e dy = variagao da concentragao.
O LD foi calculado pela soma das médias dos brancos (9 repetigdes) mais trés vezes o
desvio padrao dividido pela sensibilidade do método conforme Equagao 3 [17].

T+ 3s
LD =
L, 3)

sendo T = média dos valores dos brancos e s = desvio padrao dos brancos.

O limite de quantificagdo (LQ) foi estabelecido como o padrao de calibragdo da curva
analitica de menor concentragio (excluindo o branco) medido de forma quantitativa com
nivel aceitavel de precisdo e exatiddao conforme Equagdo 4, foram analisados 10 brancos e
calculados a média e o desvio padréao [17].

LQ=i+SIOS, (4)

2.3.3 Precisao

Este parametro foi medido a partir da repetitividade dos resultados, utilizando a curva
da faixa de trabalho. A precisdo da metodologia foi expressa em termos de desvio padrao
relativo [18]. Neste estudo, a preciséo na validagao de métodos foi considerada em trés niveis
diferentes: repetitividade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade.

2.3.3.1 Repetitividade

A repetitividade representa a concordancia entre os resultados de medigoes sucessivas
de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condi¢oes de medicao, chamadas condigoes
de repetitividade: mesmo procedimento; mesmo analista; mesmo instrumento usado sob as
mesmas condi¢oes; mesmo local e repetigdes em um curto tempo. A repetitividade envolve
varias medigoes da mesma amostra, em diferentes preparacgoes é, algumas vezes, denominada
precis@o intra-ensaio [19, 20] ou intra-corrida [10] e pode ser expressa através da estimativa
do desvio padrao relativo.

2.3.3.2 Precisao intermediaria

Indica o efeito das variacbes dentro do laboratério devido a eventos como diferentes
dias ou diferentes analistas ou diferentes equipamentos ou uma combinacao destes fatores
[21]. A precisdo intermedidria é reconhecida como a mais representativa da variabilidade
dos resultados em um tunico laboratério e, como tal, mais aconselhavel de ser adotada.
O objetivo da validagao da precisao intermediaria é verificar que no mesmo laboratério o
método fornecerd os mesmos resultados. A precisao intermediaria pode ser expressa através
da estimativa do desvio padrao relativo.
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2.3.3.3 Reprodutibilidade

E o grau de concordancia entre os resultados das medicoes de uma mesma amostra,
sob diferentes condigdes [15]. A reprodutibilidade refere-se aos resultados dos estudos de
colaboragao entre diferentes laboratoérios e deve ser considerada em situacoes como a padro-
nizacao de procedimentos analiticos a serem incluidos. Comumente sao observadas variagoes
entre os resultados. Por isso, dados origindrios de apenas um laboratério nao sao suficientes
para avaliar a reprodutibilidade do método. Estudos colaborativos sao indispensaveis para
avaliacao da reprodutibilidade, e também podem ser importantes para testar a exatidao do
método [22].

2.3.4 Exatidao

Representa o grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados em um
determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro. E importante observar
que um valor exato ou verdadeiro é o valor obtido por uma medicao perfeita e este valor é
indeterminado por natureza [23]. Para a avaliacdo da exatidao da metodologia, foi calculada
a adicdo de padrao (4cido gélico) do analito em amostras fortificadas: amostras de Spirulina
sp. LEB-18 foram adicionadas de material de referéncia certificado em 3 diferentes concen-
tragoes (70, 140 e 210 pg/mL de acido gdlico). As andlises foram realizadas em triplicata e
calculadas de acordo com a Equacao 5 [24].

E= (%) % 100, (5)

sendo E = exatidao, cm = concentragao média detectada e cr = concentragao real certificada.

2.3.5 Robustez

Para avaliar a robustez, o método variou 2 amostras e uma etapa de clarificagao da
extragdo de compostos fendlicos. Primeiramente foram utilizados 2 tipos de amostras (in
natura e desengordurada) onde a gordura retirada da amostra desengordurada correspondeu
em média 2,13% de lipideos. A segunda mudanga foi & remogao da etapa de lavagem com
hexano.

2.4 Andlise estatistica

A andlise estatistica de repetitividade, precisao intermedidria, reprodutibilidade, exa-
tidao e robustez foram realizadas utilizando-se o software STATISTICA® versao 7.0 [26]
com a aplicagdo da Andlise de Variancia ANOVA e Teste de Tukey.

3 Resultados

3.1 Linearidade

Os resultados da linearidade estao indicados na Figura 1. O método demonstrou boa
linearidade, 0,9978, sendo que, segundo a ANVISA e o INMETRO, as solugbes preparadas
apresentaram leituras de absorgao diretamente proporcionais a concentracao do analito,
confirmando a linearidade do método. A equacgao da reta obtida foi y = 0,0233x + 0,0018.
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Figura 1. Linearidade para o método de quantificacao de compostos fendlicos.

Os resultados da linearidade da metodologia na faixa de trabalho dependem da sensi-
bilidade do equipamento utilizado, complexidade do método, reagentes utilizados, extracao
do analito, condi¢oes do equipamento e do meio ambiente, além da habilidade do analista
[27]. O método demonstrou boa linearidade, R = 0,9978, sendo que, segundo a ANVISA e o
INMETRO, as solugoes preparadas apresentaram leituras de absorgao diretamente proporci-
onais a concentragao do analito na amostra, dentro de um intervalo especifico, confirmando
a linearidade do método. A equacao da reta obtida foi y = 0,0233x + 0,0018.

3.2 Sensibilidade, limite de deteccao e limite de quantificacao

A sensibilidade da metodologia foi calculada utilizando-se o coeficiente angular do grafico
analitico correspondente a 0,0018. A média (n = 9) dos valores do branco foi quantificada
em 0,10179 de absorvancia da solu¢ao de mistura x (NasCOsz, CuSOy4, KNaCy4H4Og) e
Folin-ciocalteau, apresentando desvio padrao de +0,000012.A menor concentracio do analito
de interesse que pode ser detectada pela técnica instrumental, isto é, limite de detecgao,
observado para o método foi de 71 pg/mL de amostra. A mais baixa concentragao que pode
ser quantificada dentro dos limites de precisao e exatidao do método durante as operagoes,
isto é, limite de quantifica¢do, observado foi de 106 ug/mL de amostra.

3.3 Precisao

Para a validagao da metodologia em questao, somente os pardametros de repetitividade
(concordancia entre os resultados com o mesmo analista e mesma instrumentagao), precisdo
intermedidria (concordancia entre os resultados de um mesmo laboratério em dias diferentes
com analistas diferentes e equipamentos iguais), e reprodutibilidade (concordancia entre os
resultados de laboratérios diferentes com analistas diferentes e equipamentos diferentes) fo-
ram avaliados. Para avaliacao da repetitividade foram realizados 6 experimentos da amostra
in natura em triplicatas para avaliagao da repetitividade e os resultados sao apresentados
na Tabela 1.
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Tabela 1. Repetitividade dos dados para amostras in natura

Replicatas m natu.ra .
(mg/g de Spirulina)
1 1,31° £0,02
2 1,39% + 0,02
3 1,39% + 0,03
4 1,32% + 0,01
5 1,38% + 0,01
6 1,31% 40,01

Letras mintsculas e idénticas indicam que nao ha diferenga significativa entre as amostras.

Pode-se notar que os resultados de desvio padrao foram aceitaveis, pois apresentaram
valores menores que 2% de desvio padrao mostrando que as médias ndo diferem significa-
tivamente entre si, esse resultado é confirmado também pela analise estatistica aplicada.
As andlises de precisao intermedidria foram realizadas e as médias e desvio padrao estao
explicitados na Tabela 2.

Tabela 2. Precisao intermedidria para amostras desengorduradas

Amostras Analista 1 Analista 2
(mg/g de Spirulina) | (mg/g de Spirulina)

Desengordurado 1 1,56% + 0,04 1,49% 40,06

Desengordurado 2 1,50 0,05 1,49¢ £ 0,07

Desengordurado 3 1,50 £ 0,03 1,55 +0,04

Letras mintsculas e idénticas indicam que nao ha diferenga significativa entre as amostras.

Analisando os dados da Tabela 2 pode-se observar que hd compatibilidade dos dados
como a andlise estatistica demonstra que nao ha diferenca significativa entre os analistas
e o desvio padrao das andlises ndo ultrapassou de 2%. As analises de reprodutibilidade
foram realizadas em laboratérios distintos e os resultados foram quantificados e calculados
de acordo com as curvas calculadas para cada espectro como mostra a Tabela 3.

Tabela 3. Reprodutibilidade de amostras in natura e desengorduradas de Spirulina.

Amostras (mg/g de Spirulina)
In natura 1 LEB 1,276 £ 1,0
In natura 1 LAB 1,313*+ 1,1
Desengordurado 1 LEB 1,274 +£0,8
Desengordurado 1 LAB 1,360 £0,7
In natura 2 LEB 1,340 £ 1,0
In natura 2 LAB 1,396 +£ 1,0
Desengordurado 2 LEB 1,248+ 0,5
Desengordurado 2 LAB 1,322 +0,3
In natura 3 LEB 1,274+ 0,6
In natura 3 LAB 1,304 £0,6
Desengordurado 3 LEB 1,253 +£0,2
Desengordurado 3 LAB 1,424 £0,3

Letras minusculas e idénticas indicam que nao ha diferenga significativa entre as amostras.
LEB e LAB — Laboratoérios 1 e 2 respectivamente, onde foram realizadas algumas anilises.
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De acordo com a Tabela 3, a andlise estatistica aplicada e o desvio padrao observa-se que
todas as andlises nao apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) indicando que o método
é preciso. De acordo com Filho et al. [28] no desenvolvimento e validagdo do método para
dosagem de alfacaroteno e betacaroteno em Spirulina platensis (CLAE — DAD), o método
mostrou-se linear (R = 0,9937) e exato e na exatidao/recuperagao foi obtida uma recuperagao
acima de 95%. Estes resultados evidenciam compatibilidade com este estudo, apesar da
utilizacdo de equipamentos diferentes, as metodologias apresentam 6timos resultados dos
parametros de validagao.

3.4 Exatidao

Para a andlise de exatidao foi realizado o teste de adi¢do de padrao, como mostrado na
Tabela 4.

Tabela 4. Adi¢ao de padrao em extratos fendlicos de Spirulina sp. LEB-18

Resultado real | Resultado obtido | Recuperagao(%)
1,362 1,42 104
1,395 1,41 101
1,293 1,39 107

Analisando a Tabela 4 pode-se observar que foi obtida uma boa recuperacdo, pois de
acordo com a FDA [29] os limites para recuperacao do analito devem estar entre 80 a 120%.

Rabelo, Paula e Bara [30] validaram o método espectrofotométrico para determinagao
do teor de fendis totais da Trichillia. catigua A. Juss (Meliaceae) e comprovaram que este
é seletivo, linear, preciso, exato e robusto, apresentado resultados de 95% de exatidao o que
é coerente com o trabalho estudado. Portanto, esse método representa uma possibilidade
para a determinacao e quantificagao destes compostos uma vez que apresenta confiabilidade
requerida para um método analitico, além de simples, rapido e de baixo custo.

3.5 Robustez

De acordo com a metodologia e as modificagoes citadas no trabalho correspondente a
robustez, foram obtidos os resultados apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Robustez dos métodos de extracao dos compostos fendlicos

Amostras (mg/g de Spirulina)
In natura com hexano 1,36+ 0,02
Desengordurado com hexano 1,364+ 0,03
In natura sem hexano 1,48° +0,05
Desengordurado sem hexano 1,70* £ 0,05

Letras diferentes na mesma linha indicam que houve diferenga entre os métodos (p < 0,05).

De acordo com a Tabela 5 observa-se que ha diferenca significativa entre as modificagoes
do método aplicado, onde a maior extragao dos compostos fenélicos obtida foi a partir de uma
amostra natural sem a etapa de clarificagdo com hexano. A robustez avaliada por Marques
et al. [31] foi testada preliminarmente na avaliagdo de procedimentos para quantificacao
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espectrofotométrica de flavonoides totais em folhas de Bauhinia forficata link, através da
avaliagdo de 3 parametros (influéncia da luminosidade, estabilidade da solucdo extrativa e
fabricante do solvente) cujo os dados mostraram que ambos os procedimentos mostraram
robustos quanto aos parametros analisados.

4 Conclusao

A validacdo da metodologia analitica demonstrou-se apropriada para a finalidade pre-
tendida, pois pode ser considerada linear, precisa e exata. Dentro do intervalo estudado,
a metodologia demonstrou ser reprodutivel e representativa. Além disso, trata-se de uma
metodologia simples, envolvendo poucas etapas de preparacao de amostras e reagentes e
pouco dispendiosa, sendo adequada para determinar a concentragao de compostos fendlicos
em extratos a partir de Spirulina sp. LEB-18.
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