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Introdução

As propriedades  do D-limoneno e seus derivados 
em inibir  células  tumorais,  através  da  inibição  da 
isoprenilação  de proteinas  têm sido  extensamente 
demonstradas.1,2,3 Entre  estes  derivados,  um  dos 
mais potentes é o ácido perílico (AP). Estes e outros 
trabalhos, demonstrando o alto potencial do AP e de 
outros  derivados  do  D-limoneno  vêm  induzindo  a 
pesquisa  sobre  a  produção  destas  substâncias. 
Speelmans  e  colaboradores4 demonstraram  a 
produção de AP a partir de D-limoneno utilizando a 
Bactéria  Psudomonas  putida. Duetz  e 
colaboradores5 publicaram uma revisão mostrando 
os  diferentes  produtos  provenientes  da 
biotransformação  (principalmente  bacteriana)  do 
limoneno. Com o desenvolvimento de processos de 
produção  e  a  pesquisa  clínica  do  AP,  torna-se 
necessário o desenvolvimento de métodos analíticos 
para  a  sua  quantificação  nos  meios  em  que  é 
produzido.  As  principais  técnicas  utilizadas  na 
literatura incluem o a Cromatografia Líquida de Alta 
Eficiência  (CLAE)6 e  a  Cromatografia  em  Fase 
Gasosa  de  Alta  resolução  (CGAR)7;  esta  última 
técnica sendo utilizada para analisar monoterpenos. 
Tradicionalmente, a coluna cromatográfica utilizada 
para  esta  análise  é  a  DB-5,  a  mesma  que  é 
normalmente  utilizada  na  análise  de  óleos 
essenciais.7,8 No entanto, o fato desta apresentar um 
grupamento  polar  resulta  em  um  sinal  de  baixa 
intensidade para o AP, devido à difusão da amostra 
através da coluna. Para contornar esta questão, o 
AP  foi  derivatizado  com  BSTFA7,  que  também 
acarreta  o  aumento  das  etapas  de  preparo  de 
amostra. Outra opção é o uso de coluna com fase 
mais polar que a DB-5, na busca por uma vantagem 
advinda  do  grupamento  carboxílico  do  AP.  Esta 
estratégia já foi utilizada para analisar amostras com 
o ácido perílico,4 contudo não há estudos publicados 
sobre  o  desenvolvimento  e    a  pré-validação  do 
método  analítico  visando  a  quantificação  de  AP 
utilizando  colunas  com  esta  característica.  O 
objetivo deste trabalho foi desenvolver e pré-validar 
um método analítico baseado em CGAR utilizando 
coluna  HP-Innowax  e  avaliar  o  potencial  desta 

coluna  para  a  análise  de  derivados  do  limoneno 
provenientes de processos fermentativos.

Resultados e Discussão

A injeção de amostras de AP concentrada, (cerca de 
1000  ppm)  em  coluna  HP-5  apresenta   sinais 
deformados indicando sobrecarga de amostra. Com 
a troca da coluna por HP-innowax há uma mudança 
significativa do formato do sinal com um pico capilar 
(um  sinal  alto  e  fino).  Outros  derivados  do  D-
limoneno também foram injetados (aldeido e álcool 
perílico)  apresentando resultados  semelhantes  em 
corridas  de  30  minutos.  A  formação  de  picos 
capilares  permite  uma  melhor  resolução  entra  os 
picos  aumentando  a  exatidão  dos  resultados  da 
análise.  Foi  preparada  uma  curva  de  AP  com 
concentrações  de  cerca  de  160-1000  µg/ml.  O 
coeficiente  de  determinação  (R²)  foi  estimado  em 
0,9997,  o  coeficiente  da  variação  máximo  foi  de 
0,95%, com o limite de detecção estimado em 65 
µg/ml, utilizando o erro padrão do intercepto. O limite 
de quantificação foi  determinado em 160 µg/ml  (o 
limite  inferior  da curva).  O método de preparo  de 
amostra  foi  avaliado,  o  resultado  apontou  para 
98,1% de  recuperação.  Uma amostra  proveniente 
da fermentação do limoneno foi quantificada como 
teste, resultando no valor de 548 mg/l para o AP.

Conclusões

A  metodologia  analítica  por  CGAR,  desenvolvida 
com o  uso  de  uma  coluna  HP-Innowax,  forneceu 
resultados  confiáveis,  quanto  à  detecção  e 
quantificação  de  ácido  perílico  como  produto  de 
biotransformações de monoterpenos.
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