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RESUMO

Os compostos fendlicos ndo apenas contribuem para as caracteristicas sensoriais de
vinhos e sucos de uva, mas também, quando incorporados regularmente na dieta,
desempenham um papel fundamental na promocao da satde e bem-estar. Nesse contexto,
a busca por métodos analiticos alinhados com os principios de preparo de amostra verde
ganha relevancia para determinar a composicao fendlica dessas bebidas. Este estudo teve
como objetivos desenvolver metodologias analiticas simplificadas e eficientes,
minimizando o consumo de solventes, para determinagao de compostos fendlicos em
vinhos e sucos de uva, fazendo uso da técnica de extracao dispersiva em ponteira (DPX)
com estireno divinil benzeno como fase extratora, e quantificado por cromatografia
liquida de alta eficiéncia. A otimizac¢do dos parametros de extra¢do, como volume e pH
da amostra, efeito salting-out, tempo e ciclos de extracdo e dessor¢do, e solvente de
dessorcao foi realizada por meio de abordagens univariadas e multivariadas, o que
permitiu reduzir experimentos e identificar relagdes estatisticamente significativas entre
os parametros avaliados. Os parametros analiticos foram determinados de acordo a
Association of Official Analytical Chemists (AOAC). Além disso, para cada método
desenvolvido, foi avaliado o carater "verde" dos procedimentos analiticos e da etapa de
preparo de amostra por meio de métricas analiticas, incluindo GAPI, AGREE e
AGREEprep. O primeiro método proposto permitiu a determinacdo de doze compostos
fendlicos em vinhos, abrangendo 4cidos fendlicos e flavonoides, com identificacdo e
quantificacdo via LC-MS/MS. Os resultados foram satisfatérios, com coeficientes de
correlagdo superiores ou iguais a 0,9877, precisao abaixo de 20%, e recuperagdo variando
de 87% a 114%. A aplica¢do do método em vinho tinto revelou a presenga de compostos
fendlicos majoritarios, incluindo (-)-epicatequina (23,5 mg L), (+)-catequina (19,2 mg
L!) e miricetina (14,6 mg L!). O segundo método proposto visou a determinacio de onze
compostos fendlicos em sucos de uva, abrangendo édcidos fendlicos e flavonoides, com
identificacdo e quantificacio por HPLC/DAD. O método apresentou coeficientes de
correlacdo superiores ou iguais a 0,9809, precisdo abaixo de 20%, e recuperacOes
variando de 80% a 120%. Notavelmente, o método mostrou auséncia de efeito matriz. A
aplicacdo do método em trés amostras de suco de uva revelou a presenca de 4cido
clorogénico (70,8-120,7 mg L) e 4cido gélico (69,6-96,1 mg L) como os principais
compostos. Ambos os métodos desenvolvidos demonstraram desempenho analitico
adequado, aplicabilidade prética e excelente cardter verde. Esses resultados ressaltam a
importancia de um equilibrio entre a qualidade analitica, avangos tecnoldgicos e
responsabilidade ambiental na andlise de compostos fendlicos em vinhos e sucos de uva.
Além disso, os resultados elucidam o potencial de aplicagdo da DPX em anélise de
compostos fendlicos para trabalhos futuros com diferentes bebidas. Por fim, este projeto
foi desenvolvido em consonancia com alguns dos Objetivos de Desenvolvimento
Sustentdvel (ODS) estabelecidos pela Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU). Por
exemplo, o nono objetivo, que instiga a pesquisa e desenvolvimento de tecnologias
inovadoras para promover a sustentabilidade, e o décimo segundo objetivo, que advoga
por praéticas de reducao de energia e ado¢@o de tecnologias de baixo impacto ambiental.



Palavras-chave: Preparo de amostra, Microextracdao, DPX, LC-MS/MS, HPLC/DAD.
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ABSTRACT

Phenolic compounds not only contribute to the sensory characteristics of wines and grape
juices, but also, when incorporated regularly into the diet, play a fundamental role in
promoting health and well-being. In this context, the search for analytical methods
aligned with the principles of green sample preparation gains relevance to determine the
phenolic composition of these beverages. This study aimed to develop simplified and
efficient analytical methodologies, minimizing the consumption of solvents, for
determining phenolic compounds in wines and grape juices, using the dispersive pipette
extraction (DPX) with divinyl benzene styrene as the extractor phase, and quantified by
high-performance liquid chromatography. The optimization of extraction parameters,
such as sample volume and pH, salting-out effect, extraction and desorption time and
cycles, and desorption solvent was carried out through univariate and multivariate
approaches, which allowed to reduce experiments and to identify of statistically
significant relationship differences between the evaluated parameters. The analytical
parameters were determined by the Association of Official Analytical Chemists (AOAC).
Furthermore, for each method developed, the "green" nature of the analytical procedures
and the sample preparation stage was evaluated using analytical metrics, including GAPI,
AGREE, and AGREEprep. The first proposed method allowed the determination of
twelve phenolic compounds in wines, covering phenolic acids and flavonoids, with
identification and quantification via LC-MS/MS. The results were satisfactory, with
correlation coefficients greater than or equal to 0.9877, precision below 20%, and
recovery ranging from 87% to 114%. Application of the method in red wine revealed the
presence of major phenolic compounds, including (-)-epicatechin (23.5 mg L), (+)-
catechin (19.2 mg L!) and myricetin (14.6 mg L!"). The second proposed method aimed
to determine eleven phenolic compounds in grape juices, covering phenolic acids and
flavonoids, with identification and quantification by HPLC/DAD. The method presented
correlation coefficients greater than or equal to 0.9809, precision below 20%, and
recoveries ranging from 80% to 120%. Notably, the method showed no matrix effect.
Application of the method to three samples of grape juice revealed the presence of
chlorogenic acid (70.8-120.7 mg L) and gallic acid (69.6-96.1 mg L) as the main
compounds. Both developed methods demonstrated adequate analytical performance,
practical applicability, and excellent green character. These results highlight the
importance of a balance between analytical quality, technological advances, and
environmental responsibility in the analysis of phenolic compounds in wines and grape
juices. Furthermore, the results elucidate the potential application of DPX in the analysis
of phenolic compounds for future work with different beverages. Finally, this project was
developed in line with some of the Sustainable Development Goals (SDGs) established
by the United Nations (UN). For example, the ninth objective instigates research and
development of innovative technologies to promote sustainability and the twelfth
objective advocates for energy reduction practices and the adoption of low environmental
impact technologies.

Keywords: Sample preparation, Microextraction, DPX, LC-MS/MS, HPLC/DAD.
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SPE - Extracao em Fase Sdlida, do inglés Solid Phase Extraction

SPME - Microextracdo em Fase Solida, do inglés Solid Phase Microextraction
WAX — Troca fraca de anions, do inglés Weak Anion Exchange

WCX — Troca fraca de cations, do inglés Weak Cation Exchange

p-QuEChERS — Micro QuEChERS, rdpido, fécil, barato, eficaz, robusto e seguro, do
inglés Quick, Easy, Cheap, Effective, Robust and Safe.
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INTRODUCAO

Nas tltimas décadas, o desenvolvimento de métodos analiticos superou as
barreiras dos métodos clédssicos de extracdo, levando a uma expansdo dos chamados
métodos modernos de extragdo. Esse progresso teve inicio com a concepcao da quimica
analitica verde e se expandiu com a introdu¢do dos principios de preparo de amostras
verde. O motor principal dessa transformacao tem sido a evolu¢do da quimica analitica,
especialmente na melhoria dos instrumentos analiticos que possibilitam a obtencdo de
informacdes mais precisas e confidveis das amostras analisadas. Isso, juntamente com a
dissemina¢do da quimiometria para tratar a vasta quantidade de dados gerados.

Mesmo com o0s avangos notdveis na instrumentacdo analitica, ainda existem
desafios tecnoldgicos a serem superados na etapa de preparo de amostras. O preparo de
amostra € uma etapa critica do procedimento analitico, onde as amostras sdo adaptadas
para serem compativeis com os instrumentos de andlise, reducdo de interferentes da
matriz e, em alguns casos, enriquecidas para atender as demandas de sensibilidade dos
métodos analiticos. Os quimicos analiticos tém concentrado seus esforcos no
desenvolvimento de métodos de preparo de amostra por meio de técnicas de
microextracdo, abordando questdes criticas, como a reducdo da quantidade de amostra
necessdria, a minimizag¢do ou elimina¢do do uso de solventes organicos, a busca por
abordagens multianalitos e a integracdo de etapas do processo. Esses avancos sdo
fundamentais para promover tanto a seguranc¢a do analista quanto a preservacao do meio
ambiente, uma vez que essas preocupacdes t€m sido as principais limitacdes dos métodos
classicos de extracdo, que foram utilizados ao longo de muitos anos para a determinagdo
de diversos compostos em uma ampla variedade de amostras.

A medida que se enfrenta esses desafios, cresce a necessidade de desenvolver
métodos analiticos que permitam a determinacao de compostos bioativos em alimentos,
alinhando-se com esses avancgos. O interesse por compostos bioativos tem aumentado nos
ultimos anos, em resposta a busca por uma alimentacdo mais sauddvel e rica em
nutracéuticos. Esses compostos, com acdo direta na promogao da satde e bem-estar, sdo
variados em estrutura quimica e incluem os compostos fendlicos, carotenoides e
glicosinolatos, trés grandes grupos de compostos bioativos presentes na dieta humana
habitual.

Os compostos fendlicos, objeto de estudo dessa tese, estdo naturalmente presentes

em vdrias plantas e desempenham papéis essenciais nas caracteristicas sensoriais,
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estabilidade oxidativa e propriedades antioxidantes dos alimentos de origem vegetal.
Além disso, eles possuem propriedades bioldgicas valiosas, como atividade antioxidante,
antibacteriana, anti-inflamatodria, vasodilatadora, antimicrobiana, potencial antitumoral e
neuroprotetora. Alimentos como uvas e seus derivados, como vinhos e sucos, sao ricos
em compostos fendlicos, e a composi¢do quimica dessas bebidas estd relacionada
principalmente a variedade da uva, fatores de cultivo e condicdes de produgdo, o que
confere propriedades bioativas Unicas a essas bebidas.

Portanto, a necessidade de desenvolver métodos analiticos contemporaneos que
garantam a qualidade das andlises e promovam o compromisso com 0 meio ambiente é
evidente, especialmente para atender as demandas de andlises de alto padrdo na
identificacdo e quantificacdo desses compostos. Nesse contexto, este trabalho se
concentra na técnica de extracao dispersiva em ponteira (DPX), que ganhou destaque na
ultima década pela sua simplicidade. O dispositivo de extragdo, com sua fase extratora
livre contida numa ponteira, viabiliza a realizacdo da extracdo dispersiva em ponteira.
Este estudo propde o uso da técnica DPX para a determinacido de compostos fendlicos,
como uma alternativa ao uso de métodos cldssicos de extracao, como extracdo liquido-
liquido (LLE) e extragdo em fase s6lida (SPE). A DPX corrobora vérios principios dos
conceitos de preparo de amostra verde, com destaque para a maximiza¢do do rendimento
da amostra, minimiza¢do das quantidades de amostras, solventes e reagentes necessarios,
e reducdo da quantidade de residuos. Além disso, oferece um procedimento de extragao
seguro ao analista.

Este trabalho tem como foco o desenvolvimento de métodos analiticos para a
determinac¢do de compostos fenélicos em vinhos e sucos de uva, atendendo aos requisitos
de preparo de amostra verde, sendo o primeiro estudo aplicando DPX para extracdo de
compostos fendlicos. Foram avaliadas as vantagens e limitagdes em comparacao com 0s
métodos cldssicos de extracdo e as técnicas de microextracao j4 relatadas na literatura.

A presente tese estd estruturada em quatro capitulos. No Capitulo I, revisdo da
literatura, sdo abordados os aspectos tedricos dos analitos de interesse, compostos
fendlicos, incluindo compostos fendlicos em vinhos e sucos de uvas. Além disso, a
revisdo aborda o preparo de amostra, comtemplando os avangos da quimica analitica
verde e preparo de amostra verde, bem como aborda aspectos tedricos sobre a técnica
objeto desse estudo, DPX. Por fim, a revisdo aborda ferramentas recentes aplicadas para
avaliar o verde dos procedimentos analiticos. No capitulo II estdo apresentados o objetivo

geral e os objetivos especificos da tese. No capitulo III, estd apresentado o
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desenvolvimento do método analitico para determinacdao de compostos fendlicos em
vinhos. No capitulo 1V, estd apresentado o desenvolvimento do método analitico para

determina¢do de compostos fendlicos em sucos de uva.
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Revisao da literatura
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CAPITULO I - REVISAO DA LITERATURA
1.1 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos sao compostos que consistem em, pelo menos, um anel
aromdtico conjugado com um ou mais grupos hidroxilas, além de outros grupos
funcionais, como ésteres, glicosideos e éteres metilicos. Esses compostos sdo amplamente
distribuidos nas plantas e desempenham multiplas fun¢des importantes. A sintese dos
compostos fendlicos ocorre naturalmente como parte dos processos metabdlicos
secundérios das plantas, tendo um papel essencial na protecdo contra fatores externos,
tais como radia¢do, danos mecanicos e infec¢cdes microbianas (SINGH et al., 2020).
Quando relacionados a alimentos de origem vegetal, os compostos fendlicos estdo
diretamente atrelados a caracteristicas sensoriais como cor, aroma € sabor, além da
estabilidade oxidativa e propriedades antioxidantes (DE ARAUJO et al., 2021).

Além de desempenharem um papel fundamental na protecdo das plantas e nas suas
caracteristicas sensoriais, os compostos fenolicos possuem propriedades biologicamente
ativas. Entre essas propriedades, destacam-se suas acdes antioxidantes, antibacterianas,
anti-inflamatdrias, vasodilatadoras, antimicrobiano, potencial antitumoral e neuroprotetor
(HAAS et al., 2019; MITHUL ARAVIND et al., 2021; YAMAGATA, 2019). Nos
ultimos anos os compostos fendlicos t€m sido objeto de crescente interesse tanto na
comunidade cientifica como na industria, especialmente devido as suas notdveis
propriedades antioxidantes. Essas propriedades permitem que esses compostos
neutralizem os radicais livres no corpo humano, reduzindo assim o estresse oxidativo e
prevenindo danos celulares. A capacidade antioxidante estd diretamente relacionada a
presenca de grupos funcionais altamente redutores nas estruturas dos compostos fendlicos
(SEIFRIED; PILCH, 2012; SZABO et al., 2021). Radicais livres sdo naturalmente
produzidos em todas as cé€lulas como parte da funcdo celular normal, desempenhando
papéis essenciais em processos corporais. No entanto, a produgdo em excesso de radicais
livres, proveniente de disfuncdes bioldgicas ou fatores externos como dieta inadequada,
sedentarismo, exposi¢ao a radiagdo e o consumo regular de dlcool e tabaco, pode resultar
em um desequilibrio interno no organismo humano (LOBO et al., 2010; WOJTUNIK-
KULESZA et al.,, 2020). Esse desequilibrio aumenta substancialmente o risco de
desenvolvimento de doengas cronicas, incluindo doengas cardiovasculares,
neurodegenerativas, cancer e envelhecimento precoce. Nesse contexto, 0os compostos

fendlicos possuem estruturas quimicas que lhes permitem reagir com os radicais livres
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por meio de reagdes de transferéncia de &tomo de hidrogénio. A estabilidade dos radicais
polifendlicos resultantes estd relacionada a presenca de ressonincia em suas estruturas,
que € proporcionada pelos anéis arométicos (SEIFRIED; PILCH, 2012).

Um equilibrio entre radicais livres e antioxidantes € necessdrio para o
funcionamento fisiolégico adequado. Os efeitos benéficos associados a introducdo de
compostos fendlicos na dieta humana sdo comprovadamente relatados na literatura
(WOJTUNIK-KULESZA et al., 2020). Estudos clinicos e pré-clinicos t¢ém demonstrado
que produtos alimenticios vegetais apresentam um grande potencial como agentes
terapéuticos na preveng¢do de diversas patologias, como diabetes tipo 2, doencas
cardiovasculares e neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson, epilepsia e cincer
(HAAS et al., 2020; REHMAN et al., 2019; YAMAGATA, 2019). Vale ressaltar que as
atividades bioativas desses compostos, associados ao consumo de alimentos, dependem
de alguns fatores, como concentra¢do nos alimentos, bioacessibilidade apds a ingestdo,
grau de polimerizacdo, interacio com outras moléculas, entre outros (DE ARAUJO et al.,
2021).

Os compostos fendlicos representam um amplo grupo de compostos organicos.
De acordo com o numero de anéis fendlicos e a variabilidade dos substituintes, sao
classificados em flavonoides e ndo flavonoides (DE CARVALHO et al., 2020). Os
flavonoides incluem os subgrupos de flavonas, flavanonas, flavandis, flavondis,
antocianidinas e isoflavonas. Enquanto os ndo flavonoides incluem os subgrupos de
estilbenos, lignanas, taninos e acidos fendlicos, esse ultimo, inclui compostos derivados
de 4cidos hidroxibenzodicos e acidos hidroxicinamicos (MITHUL ARAVIND et al.,
2021).

1.1.1 Flavonoides

Os flavonoides constituem um grupo de compostos de baixa massa molecular,
caracterizados pelo nicleo 2-fenil-cromona em sua estrutura quimica. Esse ntcleo inclui
dois anéis aromdticos, designados como A e B, que se encontram ligados a um anel

heterociclico contendo oxigénio, denominado anel C (Figura 1) (WANG; LI; BI, 2018).
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Figura 1. Estrutura quimica de 2-fenil-cromona.
O
C |
O

Adaptado de WANG; LI; BI, 2018.

As subclasses dos flavonoides sdo categorizadas com base em diversas
caracteristicas, incluindo as ligacGes variadas entre os anéis B e C, a configuracdo do anel
B e os padrdes de hidroxilacdo e glicosilacao dos trés anéis. Na Figura 2, é apresentada a
estrutura quimica bdsica das diversas classes de flavonoides, incluindo flavonas,
flavanonas, flavanois, flavondis, antocianidinas e isoflavonas, juntamente com exemplos

de compostos fendlicos (WANG; LI; BI, 2018).

Figura 2. Exemplos de compostos fendlicos da classe flavonoides.
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Adaptado de WANG; LI; BI, 2018.

As flavonas compdem a classe predominante de flavonoides encontrados em
alimentos. As principais flavonas representativas sido luteolina, oroxilina, crisina e
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apigenina. As principais fontes naturais de flavona sdo cascas de frutas e vegetais, vinho
tinto e pimenta. Em relacdo as isoflavonas, elas sdo encontradas principalmente em
plantas leguminosas como a soja e alguns micrébios. As isoflavonas representativas sao
daidzeina, pomiferina, irigenina e irisolidona. Estudos sugerem que esses compostos
possuem potencial de prevencdo do cancer, propriedades antioxidantes e beneficios
cardiovasculares. Flavanonas, por sua vez, constituem uma classe relevante de
flavonoides, abundantes em frutas citricas, como limdes, laranjas e uvas. Hesperetina,
pinocembrina e naringenina sdo exemplos proeminentes de flavanonas que ocorrem em
diversas plantas (WANG:; LI; BI, 2018).

Antocianidinas, como pigmentos naturais, conferem cores vibrantes, como
vermelho, azul e roxo, a uma variedade de frutas, vegetais e flores, sendo encontradas em
uvas, amoras, cerejas, mirtilos e flores, como as petinias. Os flavonéis e flavandis
representam uma importante classe de compostos fendlicos. A quercetina, kaempferol,
miricetina (flavondis) e catequinas (flavanoéis) sdo exemplos amplamente estudados por
sua presenca em diferentes chds, vegetais e frutas, como a uva, que apresenta uma rica
composi¢do fenodlica associada a esses compostos, predominantemente nas sementes
(DECROIX et al., 2018; REHMAN et al.,, 2019). Além disso, o interesse nesses
compostos ¢ impulsionado por suas notdveis propriedades antioxidantes, anti-
inflamatérias e seu potencial para fortalecer o sistema imunoldgico (LI et al., 2023). E
importante notar que os flavonoides formam uma vasta categoria de compostos, com mais
de 4 mil identificados até o momento (LI et al., 2023). Os exemplos mencionados sdao
destacados na literatura devido ao seu papel na prevencdo de doengas, uma vez que a
diversidade estrutural dos flavonoides lhes confere uma ampla gama de propriedades
bioativas. Estudos correlacionam a abundancia desses compostos fendlicos com seus
beneficios para a saide humana (MALEKI; CRESPO; CABANILLAS, 2019; SANDU;
CHILOM; POPESCU, 2021).

1.1.2 Nao flavonoides

Entre os ndo flavonoides, o grupo dos 4cidos fendlicos sdo divididos em dois
grupos principais, acidos hidroxibenzéicos e acidos hidroxicinamicos (Figura 3).
Quimicamente, apresentam uma estrutura com pelo menos um anel aromatico e um
substituinte hidroxila ligado ao anel (HELENO et al., 2015). Acidos hidroxibenzéicos sdo
derivados do acido benzdico e sdo encontrados em alimentos na forma soldvel,

conjugados com agucares ou dcidos organicos, e ligados na parede celular, como ligninas.
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Os derivados 4cidos mais comuns sdo o 4dcido vanilico, protocateico, siringico, géalico e
eldgico. Os 4cidos hidroxicindmicos sdo derivados do &acido cindmico, normalmente
presente nos alimentos como ésteres, adcido quinico ou glicose. Os dcidos mais comuns
derivados sdo os 4cidos ferdlico, caféico, p-cumdrico, sindpico e clorogénico. Acidos
fendlicos sdo comumente encontrados em vegetais, frutas, especiarias, graos e bebidas.
Estes s@o responsdveis por caracteristicas organolépticas tipicas dos alimentos, como cor,
sabor, adstringéncia e aspereza. Estudos sobre acidos fendlicos ganharam grande impulso
devido aos indimeros beneficios dietéticos para a saide humana, como atividades
antioxidantes, anti-inflamatérias, imunorregulatdrias, antialérgicas, antiaterogénicas,
antimicrobianas, antitrombdticas, cardioprotetoras, anticincer e propriedades

antidiabéticas (KUMAR; GOEL, 2019; RASHMI; NEGI, 2020).

Figura 3. Exemplos de 4cidos derivados hidroxibenzdicos e d&cidos derivados

hidroxicinamicos.
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Adaptado de KRAWCZYK, 2019.

Os estilbenos apresentam uma estrutura comum de 1,2-difeniletileno e sao
biossintetizados por plantas em resposta ao estresse bidtico e abidtico. Essa classe de
compostos apresenta extraordindrio potencial a saide humana, como atividades
anticancer e antioxidante. As principais fontes dietéticas de estilbenos siao frutas como

uvas, mirtilos e cacau (GUERRERO et al., 2020; KRAWCZYK, 2019). O resveratrol,
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composto que apresenta duas formas isoméricas, cis e trans, esta entre os estilbenos mais
relevantes na natureza. Sua estrutura consiste em dois anéis aromaticos unidos por uma
cadeia etilénica. O trans-resveratrol estd especialmente relacionado com a prevengdo de
doencas cardiovasculares (ZHOU et al., 2020).

Os taninos sdo substincias fendlicas macromoleculares com massa molar entre
300 e 3000 g mol ™! que apresentam diferentes propriedades estruturais. Sao normalmente
classificados de acordo com suas estruturas moleculares em taninos hidrolisdveis e
taninos condensados (CAPRARULO; GIROMINI; ROSSI, 2021). Os taninos
hidrolisdveis sdo subdivididos em galotaninos e elagitaninos. Taninos hidrolisdveis sdo
constituidos por combinagdes de fendlicos, como 4cido gdlico, dcido eldgico, 4cido
digdlico e ésteres de acucares. Os taninos condensados, também conhecidos como
proantocinidinas, consistem em polimeros polifendlicos de flavonoides de unidade de
poli-hidroxiflavan-3-ol (IBRAHIM; YASER; LAMAMING, 2021). De modo geral, os
taninos sao amplamente distribuidos em diversas espécies de plantas (KUMAR et al.,
2020).

Lignanas sdo compostos fenolicos com estrutura quimica complexa categorizados
em vérios subgrupos. Os monoligndis sdo lignanas derivadas da dimerizacdo de acidos
hidroxicinamicos, como os dcidos sindpico, p-cumdrico e ferdlico, que dao origem a
dimeros denominados de neolignanos. Ademais, as lignanas também se apresentam como
oligdmeros complexos, como dilignanas e sesquilignanas. As lignanas ndo sdo facilmente
encontrados na natureza em sua forma livre, mas ligadas a outras moléculas,
principalmente como derivados glicosilados (SOLEYMANI et al., 2020; ZHANG et al.,
2021).

1.2 COMPOSTOS FENOLICOS EM VINHOS E SUCOS DE UVA

A uva (Vitis spp) € uma das frutas mais cultivadas mundialmente, destinada
principalmente a produgdo de vinhos e sucos. Entre as espécies, a Vitis vinifera é
explorada para vinhos finos, enquanto a Vitis labrusca é preferida para vinhos de mesa e
sucos. Tanto a uva quanto seus derivados, como sucos e vinhos, exibem um rico perfil
fendlico que desempenha um papel fundamental nas caracteristicas sensoriais, incluindo
cor, aroma, sabor, amargor e adstringéncia, além de serem uma importante fonte de
compostos bioativos. Os compostos fendlicos estdo concentrados principalmente na
casca, caule, folha e sementes (GARRIDO; BORGES, 2013; TOALDO et al., 2016). A

composi¢do fendlica em produtos como suco de uva e vinho estd diretamente ligada a
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fatores como variedade da uva, praticas de cultivo e métodos de producao (HAAS et al.,

2019).

1.2.1 Vinho

O vinho € uma bebida alcodlica resultante da fermentagao total ou parcial do
mosto da uva. O processo de vinificag@o estd intimamente ligado a qualidade e variedade
da composi¢do fendlica dos vinhos. O processamento inicia-se com a colheita das uvas,
que sdo destinadas a etapa de desengace. Apds a etapa de desengace, € realizado o
esmagamento das uvas para a extracdo do suco. Em seguida, ocorre a maceracdo, na
presenca de cascas e sementes de uvas (vinho tinto), com objetivo de extrair os compostos
fendlicos e os pigmentos da casca. Apds estd etapa € realizada a fermentacdo primadria
(fermentacdo alcodlica), que se inicia com a inoculacdo de levedura no mosto
(BAUTISTA-ORTIN et al., 2005).

O processo de fermentacio alcodlica € a etapa em que ocorrem as principais
transformagdes bioquimicas na elaboracido dos vinhos, como a transformacao da glicose
e frutose, levando a formacgdo de etanol e gds carbonico, além de produtos secundarios
como glicerol, 4cidos, entre outros. Diferentemente do processo de vinificagdo da uva
tinta, com a uva branca as cascas e sementes normalmente ndo estdo envolvidas na etapa
de fermenta¢do, o que altera significativamente a composi¢ao fendlica do produto final
(DWYER; HOSSEINIAN; ROD, 2014). Apés a primeira fermentac@o, no vinho tinto é
realizada a separacdo das cascas e sementes na etapa de prensagem e opcionalmente é
realizada a fermentacdo secunddria (fermentacao malolética), em que as bactérias laticas
transformam o 4cido maélico (dicarboxilico) em édcido latico (monocarboxilico). Este, por
sua vez, contribui para a complexidade de aromas e sabores do vinho, além de conferir
estabilidade microbiolégica ao produto. Por fim, o vinho € maturado, clarificado,
estabilizado e engarrafado, para entdao ser comercializado (PEIXOTO et al., 2018).

Os beneficios do vinho para a saude sdo amplamente relatados devido as inimeras
propriedades bioativas apresentadas pela bebida. Entre os potenciais efeitos positivos a
saude relacionado ao consumo de compostos fendlicos presentes no vinho ja relatados na
literatura, destacam-se seu potencial contra alguns tipos de céncer, diabetes tipo 2,
obesidade e doencas cardiovasculares (GREYLING et al., 2016). Atualmente, o
conhecimento da relacdo entre a qualidade e composi¢ao fendlica de vinhos € um dos
grandes desafios em enologia. Os compostos fendlicos mais recorrentes em uvas e vinhos

incluem flavonoides, como antocianidinas, flavonaéis e flavandis e nao flavonoides como
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estilbenos, 4acidos fendlicos e taninos (NASH et al., 2018). Diversos acidos
hidroxibenzdicos j4 foram identificados em vinhos. Entre os mais abundantes estdo os
acidos protocateico, vanilico, gilico e seringico. O 4cido galico estd presente em maior
abundancia, além disso, atua como precursor de todos os taninos hidrolisdveis e esta
contido nos taninos condensados (BADERSCHNEIDER; WINTERHALTER, 2001). Os
acidos hidroxicinamicos sdo uma das classes mais representativas de dcidos fendlicos
presentes no vinho, incluindo os 4cidos p-cumdrico, caféico, ferilico e sindpico
(KALLITHRAKA; SALACHA; TZOUROU, 2009). A (+)-catequina e seu enantidomero
(-)-epicatequina, bem como seus derivados, incluindo epigalocatequina, galato de
epicatequina, galocatequina e galato de epigalocatequina sdo os flavandis mais
abundantes na natureza, estdo presentes nas cascas € sementes das uvas, €
consequentemente presentes nos vinhos. Entre os flavonodis, a quercetina, kaempferol,
miricetina, laricitrina e siringetina sdo comumente encontradas em diferentes tipos de
vinhos e uvas Vitis Vinifera (GARRIDO; BORGES, 2013). Além disso, diferentes
acucares podem estar ligados aos flavondis, produzindo glicosideos, glicuronideos,
galactosideos e diglicosideos (JEFFERY; PARKER; SMITH, 2008). Entre os estilbenos,
o trans-resveratrol € amplamente relatado em vinhos de diferentes origens
(FABJANOWICZ; PLOTKA-WASYLKA; NAMIESNIK, 2018).

E importante ressaltar que a diversidade de compostos fendlicos presentes no
vinho depende da variedade de uva utilizada na elaboracio da bebida e de fatores como
maturidade da uva, fatores ambientais nas vinhas (solo, clima, estdgio sanitdrio),
condic¢des de cultivo, tecnologia de vinificacdo, bem como as condi¢des de fermentacdo
e envelhecimento. Adicionalmente, além dos processos basicos ja descritos, préticas pré-
fermentativas, como adi¢cdo de dioxido de enxofre e &4cido ascorbico anterior ao
esmagamento ou maceragdo, fermentagdo primdria e secunddria, fenOmenos de
precipitacao, oxidagdo, adsorcao, inoculacao de diferentes cepas de leveduras, juntamente
com atividade de f-glicosidase e clarificacdo com alguns agentes de colagem (usados nas
operacoes de clarificacdo e filtragcdo do vinho) também podem influenciar os niveis de

compostos fendlicos durante o processo de vinificacio (GARRIDO; BORGES, 2013).

1.2.2 Suco de uva

O suco de uva ¢ uma bebida natural e ndo alcodlica que contém os nutrientes
presentes nas uvas, como agucares, minerais € compostos fendlicos. A producao de sucos

€ realizada principalmente pela exploragdo das variedades americanas Vitis labrusca,
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incluindo a Isabel, Bordd, Concord e Nidgara (HAAS et al., 2016). E um dos sucos de
frutas preferidos devido ao seu sabor, aroma, cor e frescor aceitdveis e aos atributos
funcionais e potenciais beneficios a satide (GULER, 2023). De acordo com a Organizagao
Internacional da Vinha e do Vinho (OIV), os Estados Unidos, Espanha, Brasil e
Alemanha sdo os maiores consumidores de suco de uva no mundo. Além disso, o Brasil
se destaca na lideranca de maior extensdao de plantacdo de videiras da espécie Vitis
labrusca.

A composi¢ao quimica dos sucos € influenciada por fatores como condi¢des de
cultivo, condi¢des climéticas e variedade da uva, cada cultivar apresenta uma composi¢ao
fendlica peculiar e a avaliacao deste perfil é sugerida como ferramenta de autenticidade,
qualidade e identificacdo de bebidas de uva (GRANATO et al., 2016). Além disso, o
processamento da bebida também possui influéncia na composi¢do fendlica do produto.
Cabe ressaltar, que diferentemente do processamento do vinho, os sucos de uva nao sao
submetidos a fermentacdo, o que pode levar a propriedades particulares para o suco da
uva (HAAS et al., 2016).

O processamento da bebida inicia-se com a separacdo do engaco das bagas,
seguido por esmagamento das uvas, realizado por desengacadeira e esmagadeira
mecanica, respectivamente. Seguidamente é realizada etapa de maceragdo, que pode ser
realizado por duas principais técnicas: maceragao a quente e maceragao a frio. No método
de maceragcdo a quente, enzimas pectoliticas sdo adicionadas as uvas esmagadas em
temperatura entre 60 e 62 °C, e 0 mosto de uva € incubado durante 30 a 60 minutos para
aumentar a liberacdo de compostos fendlicos e outros componentes soliveis. O
tratamento enzimadtico € realizado para reduzir a turbidez do suco de uva. No método de
maceracdo a frio, o mosto de uva € resfriado e o didxido de enxofre é adicionado para
inibir enzimas oxidativas e microrganismos indesejaveis. Em seguida, as enzimas
pectoliticas sdo misturadas ao mosto para a degradacdo estrutural e transferéncia de
compostos fendlicos e outros componentes soliveis (GULER, 2023). Apés essas etapas,
o suco extraido segue para etapa de clarificagdo, onde ocorre a remog¢do dos sélidos
suspensos por centrifugacdo ou filtragdo. Seguido por pasteurizacdo, engarrafamento e
armazenamento (LIMA et al., 2015).

O suco de uva € relatado como uma excelente alternativa de bebida ndo alcodlica.
Além disso, o suco de uva esta atrelado a diversos beneficios a sadde associados a
composi¢do fendlica, tais como, aumento da capacidade antioxidante, melhora da fungdo

endotelial, inibicdo da agregacdo plaquetdria, diminuicdo da oxidagdo das proteinas
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plasmaéticas, redugdo da oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade e melhora da func¢do
cardiovascular e neurocognitiva (NATIVIDADE et al., 2013). Os principais compostos
fendlicos geralmente presentes nos sucos de uva sio antocianidinas, flavandis, flavondis,
acidos fendlicos e resveratrol (ARESTA et al., 2018). Os compostos fendlicos
amplamente relatados em sucos de uva de variedades americanas Vitis labrusca incluem,
acido clorogénico, dcido cindmico, dcido gélico, 4cido vanilico, 4cido siringico, 4cido
protocateico, dcido cafeico, acido fertlico, 4cido p-cumadrico entre os dcidos fendlicos, e
quercetina, kaempferol, miricitina, (+)-catequina, (-)-epicatequina entre os flavonoides
(TASHAKKORI; TAGAC; MERDIVAN, 2021; TOALDO et al., 2015). Os compostos
fendlicos da uva t€m sido extensivamente relatados na literatura, principalmente em
relacdo aos vinhos finos (Vitis vinifera). No entanto, o aumento na producao de uvas Vitis
Labrusca e, consequentemente, de suco de uva com grande potencial econdmico, tem
movido um crescente interesse na pesquisa das propriedades bioativas € na composi¢ao
fendlica desse suco (TOALDO et al., 2013).

As propriedades bioativas dos polifendis presentes no suco de uva e nos vinhos,
aliadas as caracteristicas organolépticas como sabor, aroma e cor, desempenham um
papel crucial na apreciacao dessas bebidas, ndo apenas pelo prazer sensorial, mas também
pela promoc¢do da saide e bem-estar. Esta interagdo entre caracteristicas sensoriais e
beneficios a saide tem impulsionado pesquisas, buscando correlacionar a presenca de
compostos fendlicos com os potenciais beneficios associados ao consumo regular.
Contudo, a analise quimica dessas amostras enfrenta desafios considerdveis devido a sua
complexidade, exigindo precisdo na identificacdo dos diversos polifendis presentes.
Diante desse cendrio, destaca-se a importancia de métodos analiticos eficientes para uma
caracterizacdo mais detalhada e precisa, proporcionando uma compreensao abrangente
dos elementos que contribuem para a qualidade e potenciais beneficios a satide dessas

bebidas.

1.3 PREPARO DE AMOSTRA

A andlise de amostras alimenticias é um desafio a ser cumprido, principalmente
quando o objetivo € isolar os analitos da matriz, uma vez que os alimentos compreendem
um grupo de matrizes complexas que apresentam uma grande variedade em sua
composi¢cdo (MALEKI; CRESPO; CABANILLAS, 2019). Atualmente, ndo existe um
procedimento Unico para a recuperacdo de compostos fendlicos a partir de materiais

vegetais. Desse modo, hd uma crescente necessidade de estabelecer métodos otimizados
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de preparo de amostra para a extragao de compostos fendlicos presentes em diferentes
amostras. Além disso, deve-se considerar quais compostos deseja-se extrair, como
compostos fendlicos totais, classes especificas de compostos fendlicos ou apenas um
composto fendlico em particular, bem como, considerar para quais fins a extracdo esta
sendo realizada, como quantificacdo, identificacdo ou elucidagdo estrutural. Os
procedimentos de extracdo e quantificacdo de compostos fendlicos sdo uteis para
determinar seus efeitos na bioatividade, bioacessibilidade e biodisponibilidade na
determinacgao de beneficios a saide (ALARA; ABDURAHMAN; UKAEGBU, 2021).
Um procedimento analitico para determinacdo de algum analito compreende
etapas resumidas como amostragem, preparo de amostra, medi¢do analitica e avaliacdao
dos dados. O preparo de amostras desempenha um papel crucial no procedimento
analitico. Durante essa etapa, os objetivos podem incluir a extragdo, isolamento, limpeza,
remocgdo de interferentes e a pré-concentracao dos analitos. Ou seja, € nessa etapa que as
amostras sdo frequentemente convertidas para um formato compativel com o instrumento
de andlise, limpas de interferentes da matriz € em alguns casos, o preparo de amostra
envolve o enriquecimento do analito para atender as necessidades de sensibilidade do
método analitico (SAMMANI; CLAVIJO, 2021). Na literatura, técnicas classicas tém
sido amplamente aplicadas com efici€éncia bastante satisfatria para diversos analitos para
uma ampla gama de matrizes, incluindo extracao liquido-liquido (LLE, do inglés liguid-
liquid extraction) e extragdo sdlido-liquido (SLE, do inglés solid-liquid extraction)
(CARASEK; MORES; MERIB, 2018). Em especial, para compostos fendlicos, além das
técnicas mencionadas, a extragdo em fase sélida (SPE, do inglés solid phase extraction)
¢ frequentemente relatada (ANTICONA et al., 2022; SILVA et al., 2011). No entanto,
uma série de limitagOes estdo atreladas as essas técnicas, incluindo os altos volumes de
amostras e solventes organicos toxicos e os longos periodos associados a extracdo, o que
resulta em preparos de amostras extremamente laboriosos (DESEO et al., 2020).
Atualmente, hd um crescente interesse em técnicas modernas de preparo de
amostras, com énfase na miniaturizagdo das abordagens tradicionais. O principal objetivo
€ substituir as técnicas classicas, simplificando o processo de andlise, utilizando técnicas
mais econdmicas, € com menor uso de solventes organicos toxicos. Estas devem
assegurar resultados consistentes para anélises de rotina e estar em conformidade com os
principios da quimica verde. O conceito de quimica verde surgiu na década de 1990 como
uma forma de promover escolhas mais conscientes em termos de saide humana e meio

ambiente em todos os processos quimicos. Seguidamente, Paul Anastas reconheceu o
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papel crucial do desenvolvimento de métodos analiticos e designou a quimica analitica
verde (GAC, do inglés Green Analytical Chemistry) como uma drea emergente na
Quimica Verde, relevante para a drea de pesquisa e para o setor industrial (ANASTAS,
1999). O GAC teve como objetivo redefinir e reavaliar métodos analiticos abordando a
aplicagdo de solventes e reagentes toxicos, geracdo de residuos, seguranca do analista e
eficiéncia energética.

Anos mais tarde, doze principios da GAC foram introduzidos por Galuska,
Migaszewski e Namiesnik (GALUSZKA; MIGASZEWSKI; NAMIESNIK, 2013). A

saber:

1. Técnicas analiticas diretas devem ser aplicadas para evitar o preparo de amostra;
2. Menor quantidade e nimero de amostras;

3. Medicoes in situ devem ser realizadas;

4. A integracdo de processos analiticos e operacdes que economizem energia €
reduzam o uso de reagentes;

5. Métodos automatizados e miniaturizados devem ser selecionados;

6. Derivatizacdo deve ser evitada;

7. A geracdo de um grande volume de residuos deve ser evitada e a gestdo adequada
dos residuos deve ser fornecida;

8. Métodos multi-analitos ou multi-parametros sdo preferidos versus métodos que
analisem um analito de cada vez;

9. O uso de energia deve ser minimizado;

10. Os reagentes obtidos a partir de fontes renovaveis devem ser preferidos;

11. Os reagentes toxicos devem ser eliminados ou substituidos;

12. A seguranga do operador deve ser aumentada.

Recentemente, os principios do preparo de amostra verde foram introduzidos por
Loépez-Lorente et al. como uma forma de contemplar os avangos tecnoldgicos e esforcos
cientificos na area de preparo de amostra. Uma vez que, o primeiro principio de GAC
sugere a aplicacdo de técnicas analiticas diretas para evitar a preparo de amostras
(GALUSZKA; MIGASZEWSKI; NAMIESNIK, 2013). Porém, em grande parte dos
procedimentos de medi¢des, a etapa de preparo de amostra € indispensavel e crucial para
obtencdo de bons resultados. Nesse sentindo, foram definidos dez principios do Preparo

de Amostra Verde (LOPEZ—LORENTE et al., 2022). A saber:
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. Favorecer o preparo de amostras in situ;

. Usar solventes e reagentes mais seguros;

. Visar materiais sustentaveis, renovaveis e reutilizaveis;

. Minimizar residuos;

. Minimizar a quantidade de amostra, produtos quimicos e materiais;
. Maximizar o rendimento da amostra;

. Integrar etapas e promover automacao;

. Minimizar o consumo de energia;

O o0 N9 N B Bk~ WND =

. Escolher o método de andlise mais verde apds o preparo de amostra;

10. Garantir procedimentos mais seguros para o operador.

Nesse sentindo, as técnicas de microextracdo baseiam-se na miniaturizacdo das
técnicas cldssicas de extracdo, apresentando caracteristicas baseadas nesses principios.
(SOUZA-SILVA; GIONFRIDDO; PAWLISZYN, 2015). Técnicas de microextracao em
fase solida baseadas em sorventes vem permitindo desenvolver métodos analiticos mais
sensiveis e seletivos, resultado em maior eficiéncia de extracio e limpeza da amostra,
além de notdvel pré-concentracdo do analito, quando comparadas as técnicas cldssicas.
Até o momento, diversas técnicas baseadas em sorvente foram aplicadas para extrair
compostos bioativos de matrizes complexa, incluindo microextracdo em fase sélida
(SPME), p-QuEChERS (acronimo de rapido, fécil, barato, eficaz, robusto e seguro),
microextragao por sorventes empacotados (MEPS), uSPEed® e extragdo sortiva com

barra de agitacdo (SBSE) (CASADO et al., 2020).

1.3.1 Extracao dispersiva em ponteira (DPX)

A extragdo dispersiva em ponteira (DPX, do inglés dispersive pipette extraction)
foi desenvolvida em 2003 pelo Dr. William Brewer na Universidade da Carolina do Sul,
EUA, baseada nos principios da técnica de extra¢do em fase sélida (SPE), com o intuito
de realizar extragdes com reduzido volume de solventes e tempo de preparo de amostra.
Nessa técnica, uma ponteira descartdvel de 1 ou 5 mL € utilizada para acomodar um
material sorvente solto entre dois filtros porosos, fornecendo um dispositivo de extracao
em modo dispersivo, como pode ser observado na Figura 4 (OLIVEIRA; MARCHIONI;
QUEIROZ, 2019).
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Figura 4. Representacdo da ponteira de extragdo empregada em DPX.

Filtro superior

Material sorvente
Filtro inferior

Elaborado pela autora (2024).

A técnica DPX apresenta algumas etapas semelhantes a técnica SPE. A extracao
do analito presente na amostra de interesse ocorre através da afinidade do analito pelo
sorvente (fase solida) presente no interior da ponteira. Na Figura 5 estdo apresentadas as

etapas envolvidas em um preparo de amostra padrao com DPX.

Figura 5. Etapas do procedimento padrdo de DPX.
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Elaborado pela autora (2024).
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Em concordancia com a Figura 5, o procedimento padrao em DPX inclui: (i)
condicionamento do material sorvente com um solvente ou uma mistura deles para ativar
os sitios de ligagdes, permitindo interacdes moleculares apropriadas entre a fase sélida e
o analito. Além disso, essa etapa visa eliminar eventuais impurezas contidas no sorvente;
(if) a amostra aquosa ou extrato organico € aspirado para o interior da ponteira, seguido
da aspiragdo de ar. O modo de distribuicao do sorvente e a aspira¢do do ar permitem que
ocorra uma mistura dindmica com a amostra, levando a um rapido equilibrio de adsor¢cao
entre a fase de extragdo e o analito; (iii) a amostra € descartada da ponteira; (iv) etapa
opcional de limpeza, na qual um ou mais solventes sdo usados para remover interferentes
que foram extraidos concomitantemente pelo sorvente e/ou remover amostra residual do
interior da ponteira. O processo € semelhante a etapa de extracdo, nesse caso um solvente
€ aspirado com ar e descartado, realizado em uma ou mais vezes; e (v) etapa de dessor¢ao
dos analitos por um processo também de aspiracdo com ar. Nessa etapa o objetivo é
romper a interacdo analito-sorvente, fazendo com que o analito migre para a fase
organica. Apds essa etapa, o extrato pode ser submetido a andlise instrumental qualitativa
ou quantitativa (BORDIN et al., 2016; PINTO; QUEIROZ, 2015)

De acordo com as etapas da DPX, alguns parametros podem influenciar a
eficiéncia de extracdo incluindo tempo de extracdo, quantidade de ciclos de extragdo,
volume, pH e for¢a i6nica da solucdo, tempo de dessorcdo, quantidade de ciclos de
dessor¢do, solvente de dessor¢cdo e escolha da fase extratora. O tempo de extracdo
corresponde ao tempo de contato entre a amostra e o sorvente. Para obter um desempenho
de extracdo eficiente e boa repetibilidade, o tempo de extracdo deve ser controlado e
otimizado, de modo a fornecer um tempo minimo para que ocorram interagdes efetivas
entre o analito e a fase extratora, seja por forcas de Van der Waals ou por interacoes
eletrostdticas. O tipo de interac@o ird depender da natureza quimica da fase extratora
(BORDIN et al., 2016).

Na etapa da extragdo, é importante também otimizar a quantidade de ciclos
realizados. Um ciclo de extracdo compreende ao ato de aspirar a amostra € o ar, manter a
amostra em contato com o sorvente e por fim dispensar a amostra. Desse modo, € possivel
realizar um ciclo ou mais na mesma aliquota ou aliquotas adicionais da amostra. O
objetivo de utilizar novas aliquotas estd relacionado com a demanda por volume de
amostra, disponibilizando assim, uma nova por¢do de analitos para interagir com o
sorvente. Essa op¢do € normalmente requerida quando os analitos encontram-se em

baixas concentragdes na amostra (BORDIN et al., 2016). Além do volume, o pH e a forca
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ionica da amostra devem ser avaliados. A avaliacdo do pH da amostra ird depender do
mecanismo de interacdo entre o analito e o sorvente. Em casos de fases extratoras de troca
10nica, € desejdvel que o analito esteja em sua forma ionizada. Para mecanismo de sor¢ao
via forcas de Van der Walls, é preferivel que o analito esteja em sua forma neutra. Por
fim, a presenca de sais pode interferir na solubilidade de compostos organicos em dgua,
facilitando a migracdo para o sorvente (CORAZZA et al., 2017).

Apds a extragdo, quando necessdrio, uma etapa de limpeza com um ou mais
solventes deve ser aplicada para remover interferentes. O processo é semelhante a etapa
de aspiracdao da amostra, ou seja, o solvente é aspirado e descartado uma ou mais vezes.
A escolha do solvente de lavagem deve considerar a natureza quimica dos possiveis
interferentes da matriz, bem como a interacdo quimica estabelecida entre o analito e a
fase de extracdo. Por fim, na etapa de dessorcdo, onde o analito deve migrar para a fase
organica para posterior andlise instrumental, os parametros que devem ser avaliados
incluem, tempo, ciclos e solvente de dessorcdo. Ambos, estdo relacionados com o
objetivo de romper a interac@o entre o analito e o sorvente (BORDIN et al., 2016). Em
relacdo a fase extratora, a massa e o tipo de sorvente devem ser avaliados. Na escolha do
sorvente, deve-se considerar as caracteristicas quimicas dos analitos e da matriz. Algumas
das fases disponiveis comercialmente incluem DPX-WAX (Weak Anion Exchange),
DPX-WCX (Weak Cation Exchange), DPX- SCX (Strong Cation Exchange), DPX-SAX
(Strong Anion Exchange), DPX-Si (Silica), DPX-Cis e DPX-RP (Reverse Phase). Na
Tabela 1 estdo listadas as fases extratoras consideradas para a extracdo de compostos

fendlicos em vinhos e sucos de uva.
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Tabela 1. Fases extratoras com potencial para extragao de compostos fendlicos em vinho

e suco de uva.

Ponteira Estrutura Quimica Composicao Quimica
4 . . L
HN Polimero Estireno Divinil
DPX-WAX g Benzeno com grupos

@ poliamina

18-22% de Cis ligado a silica
DPX-Cig /\/\/\/\/\N\/\/

gel
w Polimero Estireno Divinil
DPX-RP b
Benzeno

As fases extratoras DPX-RP e DPX-WAX apresentam em sua composi¢do a
presenca de estireno divinil benzeno que sdo passiveis de realizar interagdes do tipo m
com moléculas que possuam elétrons m em sua estrutura, como os compostos fendlicos.
Adicionalmente a DPX-WAX possui uma fase amina secundéria capaz de interagir por
ligacGes de hidrogénio, bem como promover interagdes de troca anidnica. A DPX-Cig por
sua vez, apresenta uma estrutura quimica simples indicada para interagdes hidrofébicas
(DPX Technologies).

De modo geral, a extracdo de analitos com DPX € um método promissor devido
as suas diversas vantagens em relacdo a outras técnicas de extragdo em fase sdlida. A
técnica permite realizar um preparo de amostra simples e rdpido, que requer baixos
volumes de solventes organicos. Além disso, o tempo de preparo de amostra é reduzido
e a DPX apresenta a possibilidade de realizar extragdes em paralelo com dispositivos
multicanais para aumentar a frequéncia analitica, além de requerer pequenas quantidades
de amostra, uma vez que quantidades menores de solvente e material sorvente sdo
utilizadas. Por se tratar de uma técnica que envolve diferentes pardmetros é recomendavel
o uso de ferramentas experimentais multivariadas, uma vez que, o numero de

experimentos é reduzido e é possivel revelar relacdes entre os parametros estudados. A

42



técnica de DPX ainda permite trabalhar com sistema automatizado, fornecendo andlises
mais precisas e exatas (OENNING; MERIB; CARASEK, 2018). Porém, a DPX € uma
técnica relativamente nova, de modo que as fases de extragdo disponiveis comercialmente
ainda sdo limitadas. A contrapartida, estudos aplicando DPX com novos matérias
sorventes vem sendo relatados na literatura, como materiais sintetizados e sorventes

naturais, por exemplo a cortica (CHAVES et al., 2015; MAFRA et al., 2018).

1.4 METRICAS DE QUIMICA ANALITICA VERDE

Métricas de quimica analitica verde sdao ferramentas tteis na avaliagdo do verde
dos procedimentos analiticos. Ao longo dos anos, diversas métricas foram desenvolvidas
para tal avaliacdo, considerando aspectos de amostragem, preparo de amostra e anélise
instrumental. Nesta revisdo, serd abordado trés métricas, incluindo Green Analytical
Procedure Index (GAPI), Analytical Greenness Calculator Metric (AGREE) e Analytical
Greenness Calculator Metric for Sample Preparation (AGREEprep). As razdes para a
inclusdo dessas métricas sdo a sua relevincia atual e ampla adocdo. Essas métricas
permitem uma avaliacdo abrangente de dados, tanto semiquantitativos quanto
quantitativos, que determinam se um procedimento analitico pode ser classificado como

verde, facilitando assim a tomada de decisoes baseada em dados.

1.4.1 Green Analytical Procedure Index (GAPI)

A ferramenta Green Analytical Procedure Index (GAPI) desenvolvida em 2018 é
capaz de avaliar o cariter verde de toda uma metodologia analitica, desde a coleta da
amostra até a determinacao final, incluindo avaliacdo sobre os riscos quimicos para a
saude e para o ambiente, quantidade de residuos e demandas energéticas. Essa ferramenta
apresenta o resultado através de um pictograma em cores, com trés niveis de avaliacdo
para cada etapa. Onde, verde apresenta baixo impacto ambiental, amarelo médio impacto
ambiental e vermelho alto impacto ambiental (PLOTKA-WASYLKA, 2018). O
pictograma GAPI pode ser gerado a partir de um software gratuito (PLOTKA-
WASYLKA; WOINOWSKI, 2021). A Figura 6 apresenta o pictograma GAPI e a Tabela

2 apresenta a descricdo dos parametros.
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Figura 6: Pictograma GAPI.

Adaptado de (PLOTKA-WASYLKA, 2018).
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Tabela 2: Descricao dos parametros GAPI.

Categoria Verde Amarelo Vermelho
Coleta da amostra
Amostragem (1) In-line On-line Off-line
Preservacdo da amostra (2) Nenhuma Quimica ou fisica Quimica e fisica
Transporte da amostra (3) Nenhum Obrigatério -
Armazenamento da amostra (4) Nenhum Em condic¢des normais Sob condi¢des especiais

Tipo do método (5)
Escala da extracao (6)

Solventes/Reagentes (7)

Tratamentos adicionais (8)

Quantidade (9)

Preparo de amostra
Procedimentos simples, por
Sem preparo de amostra _
exemplo. filtracdo, decantacio

Nano-extragao Microextragao

Método sem solventes/reagentes Solvente/reagentes verdes

Tratamentos simples (limpeza,
Nenhum
remogao de solventes, etc.)

Reagentes e solventes

<10 mL (<10 g) 10-100 mL (10-100 g)

Extracdo necessdria

Macroextragao
Solventes/reagentes nao verdes
usados
Tratamentos avancados
(derivatizagdo, mineralizagdo,

etc.)

>100 mL (>100 g)
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Perigo para a sadde (10)

Risco de seguranga (11)

Energia (12)

Risco ocupacional (13)

Residuos (14)

Tratamento de residuos (15)

Ligeiramente téxico,
ligeiramente irritante; Pontuacao
de risco a saide da NFPA =0 ou

1.
Pontuacdo mais alta de
inflamabilidade ou instabilidade
da NFPA de 0 ou 1. Sem riscos

especiais.

Moderadamente toxico; poderia

causar incapacidade temporaria;

NFPA =2 ou 3.

A pontuacgdo mais alta de
inflamabilidade ou instabilidade
da NFPA de 2 ou 3, ou um risco

especial € usado.

Instrumentacao

<0,1 kWh por amostra

Selagem hermética do processo

Lesdes graves em exposi¢do de
curto prazo; carcindgeno
conhecido ou suspeito para

pequenos animais; NFPA = 4.

Maior pontuagado de
inflamabilidade ou instabilidade

da NFPA de 4.

<1,5 kWh por amostra

>1,5 kWh por amostra

analitico
<l mL (<1 g) 1-10 mL (1-10 g)
Reciclagem Degradacdo, passivagdo
MARCA ADICIONAL

Circulo no meio do GAPI: Procedimento para qualificacdo e

quantificacao

Emissao de vapores para a
atmosfera
>10 mL (<10 g)

Sem tratamento

Nenhum circulo no meio do GAPI: Procedimento apenas para

qualificacdo

NFPA: National Fire Protection Association
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Na Tabela 2, sdo apresentadas informacdes abrangentes sobre a avaliacdo de
procedimentos analiticos, considerando diversas pontuagdes. Essas informacdes
contemplam aspectos relacionados a coleta e preparo da amostra, reagentes, solventes e,
por fim, a instrumentagao utilizada para a analise dos compostos alvo. Uma diferencia¢ao
de cores € aplicada para destacar as distintas caracteristicas de cada procedimento

analitico.

1.4.2 Analytical Greenness Calculator Metric (AGREE)

A ferramenta Analytical Greenness Calculator Metric (AGREE) foi desenvolvida
em 2020 e avalia o cardter verde de procedimentos analiticos considerando os doze
principios da GAC sugeridos por Galuska, Migaszewski e Namiesnik (GALUSZKA;
MIGASZEWSKI; NAMIESNIK, 2013). O resultado é apresentado por meio de um
pictograma em cores que variam entre escalas de verde, amarelo e vermelho. E
adicionalmente uma pontuagdo € atribuida ao procedimento analitico de acordo com os
dados qualitativos e quantitativos do procedimento analitico avaliado, considerando 1,0
como uma pontuagio excelente. Com o resultado, € possivel estimar quais parametros do
procedimento analitico estdo adequados segundo as diretrizes de GAC, e quais precisam
ser aprimorados. O pictograma AGREE pode ser gerado a partir de um software gratuito

(PENA-PEREIRA; WOJNOWSKI; TOBISZEWSKI, 2020).

1.4.3 Analytical Greenness Calculator Metric for Sample Preparation
(AGREEprep)

A ferramenta Analytical Greenness Calculator Metric for Sample Preparation
(AGREEprep) foi desenvolvida em 2022 com o objetivo de avaliar especificamente o
preparo de amostra em termos de “verdura” dentro dos procedimentos analiticos. A
utilizacdo dessa métrica € proposta para complementar sinergicamente com outras
ferramentas, como GAPI e AGREE. A preparacdo da amostra é uma etapa fundamental
no procedimento analitico. Porém, essa etapa foi identificada com uma das etapas mais
criticas segundo os principios de GAC. No entanto, a possibilidade de incorporar
metodologias analiticas diretas em todas as aplicacdes € bastante limitada, tornando a
implementacdo de estratégias de preparo de amostras critica para enfrentar desafios
analiticos. Nesse sentindo, nos ultimos anos, novas abordagens de preparo de amostras
estdo sendo desenvolvidas com o intuido de ndo afetar negativamente a saide humana ou

o meio ambiente. Com isso, considerando os diferentes parametros que influenciam o
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verde de preparo de amostra, criou-se a necessidade de desenvolver um sistema métrico
especifico para essa etapa que comtemple os avangos tecnoldgicos em preparo de
amostra.

A ferramenta AGREEprep avalia o cariter verde de procedimentos analiticos
considerando os dez principios de preparo de amostra verde, discutidos na se¢ao 1.3. De
forma semelhante a AGREE, o resultado é apresentado através de um pictograma em
cores que variam entre escalas de verde, amarelo e vermelho, € uma pontuagdo € atribuida
ao preparo de amostra. Cada um dos critérios de preparo de amostra verde € calculado e
ap6s uma avaliacdo quantitativa, o resultado do cumprimento dos critérios € refletido
como uma pontuagdo de impacto numa escala de 0 a 1. O pictograma AGREEprep pode

ser gerado a partir de um software disponivel gratuitamente (WOJNOWSKI et al., 2022).
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CAPITULO II - OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver metodologias analiticas verdes para determinacdo de compostos

fendlicos em vinhos e sucos de uva, empregando a técnica de extragdo dispersiva em

ponteira (DPX), seguida de identificacdo e quantificacdo por cromatografia liquida

acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS) e cromatografia liquida de alta

eficiéncia com deteccao por arranjo de diodos (HPLC/DAD).

2.2 Objetivos especificos

Determinacio de compostos fendlicos em vinho por DPX e LC-MS/MS

Avaliar a eficiéncia de extracdo de diferentes materiais sorventes comercialmente
disponiveis para DPX, incluindo estireno divinil benzeno (DPX-RP), estireno
divinil benzeno com grupos poliamina (DPX-WAX) e Cis (DPX-Cis).

Otimizar os principais parametros de extracdo por meio de planejamentos
multivariados e univariados, incluindo pH, volume de amostra, tempo de extracao,
ciclos de extracdo, adicdo de sal, tempo de dessor¢do, ciclos de dessorcio e
solvente de dessorcao.

Avaliar o desempenho da metodologia analitica proposta por meio da
determinagdo da faixa linear de trabalho, precisdo, exatiddo, robustez, limite de
deteccdo, limite de quantificagdo e efeito de matriz.

Aplicar a metodologia analitica desenvolvida em amostra comercial de vinho.
Avaliar o carater verde da metodologia por meio de trés métricas verdes, incluindo
GAPI, AGREE e AGREEprep.

Avaliar as vantagens e limitacdes da metodologia em relacao a outras publicadas

na literatura.

Determinacio de compostos fendlicos em suco de uva por DPX e HPLC/DAD

Avaliar a eficiéncia de extracao de diferentes materiais sorventes comercialmente
disponiveis para DPX, incluindo estireno divinil benzeno (DPX-RP) e estireno
divinil benzeno com grupos poliamina (DPX-WAX).

Otimizar os principais parametros de extragdo por meio de planejamentos

multivariados e univariados, incluindo pH, volume de amostra, tempo de extracao,
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ciclos de extracdo, adicdo de sal, tempo de dessorcdo, ciclos de dessor¢cao e
solvente de dessorcao.

Otimizar um procedimento de limpeza do material sorvente apds cada extragcdo e
avaliar a estabilidade do material sorvente em extracdes subsequentes.

Avaliar o desempenho da metodologia analitica proposta por meio da
determinac¢do da faixa linear de trabalho, precisdo, exatiddo, robustez, limite de
deteccao, limite de quantificacdo e efeito de matriz.

Aplicar a metodologia analitica desenvolvida em amostras comerciais de sucos de
uva.

Avaliar o carater verde da metodologia por meio de trés métricas verdes, incluindo
GAPIL, AGREE e AGREEprep.

Avaliar as vantagens e limitacdes da metodologia em relacdo a outras publicadas

na literatura.
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CAPITULO III

Determinacdo de compostos
fenolicos em vinho por DPX

e LC-MS/MS
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CAPITULO III - DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS EM
VINHO POR DPX E LC-MS/MS

3.1 INTRODUCAO

Os compostos fendlicos desempenham um papel central na complexidade do
vinho, com forte influéncia na colora¢do, aroma, adstringéncia e sabor. Além de
contribuirem para essas caracteristicas sensoriais, esses compostos t€m sido associados a
uma gama de beneficios a sadde, como atividade antioxidante, propriedades
antibacterianas e anti-inflamatérias, desempenhando um papel crucial na prevencao de
condi¢des como cancer, doengas cardiovasculares e neurodegenerativas (ESPITIA-
LOPEZ et al.,, 2015; HELM; MACDONALD, 2015). Os compostos fendlicos sao
produzidos naturalmente pelas plantas como parte de seu mecanismo de defesa, através
de processos metabdlicos secundérios. Esses compostos sdo caracterizados por diferentes
estruturas quimicas e classificados em flavonoides e ndo flavonoides. Os flavonoides
abrangem subgrupos como flavonas, flavanonas, flavandis, flavondis, antocianidinas e
isoflavonas. Por outro lado, os ndo flavonoides incluem estilbenos, lignanas, taninos e
acidos fendlicos (MITHUL ARAVIND et al., 2021). Nas uvas, os compostos fendlicos
podem ser encontrados em diversas partes, incluindo casca, polpa e sementes (GOMES
etal., 2019). A composicao fenolica da uva se estende aos seus produtos, incluindo vinho
e suco de uva.

Neste estudo, os compostos fendlicos avaliados foram flavondis (miricetina,
quercetina e kaempferol), flavandis ((+)-catequina, (-)-epicatequina e epigalocatequina),
acidos hidroxicinamicos (dcido clorogénico, acido cafeico, acido p-cumdrico e 4cido
feralico) e acidos hidroxibenzdicos (4cido protocateico e &dcido siringico). Estudos
revelaram que quercetina e kaempferol apresentam atividades na prevenc¢do de cancro,
inflamacdes cronicas e doencas cardiovasculares (TOALDO et al., 2013). A miricetina
possui uma variedade de atividades bioldgicas, como capacidade antitumoral em
diferentes tipos de cancer (SONG et al., 2021). As catequinas sdo excelentes antioxidantes
e sdo os principais compostos fendlicos responsdveis pelo sabor e adstringéncia de vinhos
(GARRIDO; BORGES, 2013). Estudos sugerem que o consumo dessas substancias
melhora a fungdo vascular e reducdo do estresse oxidativo (DECROIX et al., 2018). Os
acidos hidroxicindmicos e hidroxibenzodicos sdao encontrados em abundéncia em frutas e
derivados, principalmente em frutos avermelhados. Ambos estdo associados a modulagdo

da defesa antioxidante em decorréncia da inflamacao, apresentando beneficios associados
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areducao do risco de problemas cardiovasculares e outras enfermidades cronicas. Estudos
epidemiolégicos revelaram associacdo inversa entre a ingestdo de dcidos
hidroxibenzdicos e o risco de doengas cardiovasculares e obesidade (YAO et al., 2022).
Cabe ressaltar que diversos fatores podem influenciar a composi¢ao fendlica dos vinhos,
como a variedade da uva, as condi¢Oes geogrificas, condi¢des de cultivo, condicdes
climéticas e sazonais das épocas de maturacao e colheita das uvas e a tecnologia aplicada
durante o preparo da bebida. O controle desses fatores € o que permite obter como
resultado um vinho de qualidade (GARRIDO; BORGES, 2013).

Dada a importancia dos compostos fendlicos nas caracteristicas sensoriais e
bioativas do vinho, é essencial estabelecer métodos analiticos para determinar estes
compostos nos vinhos, que sejam praticos, acessiveis e que acompanhem 0s avancos
tecnologicos em preparo de amostra verde. O desenvolvimento de novos métodos
analiticos, em especial para determinacdo dos compostos fendlicos no vinho, é um desafio
complexo que requer aten¢do a diversos fatores, incluindo a baixa concentragdo desses
compostos na amostra e a ampla diversidade de classes de compostos presentes no vinho,
como acidos organicos, minerais e agucares (CAI et al., 2009). Uma parcela expressiva
das andlises quantitativas de compostos fendlicos em alimentos relatadas na literatura
recorrem ao preparo de amostra para extracao, limpeza e pré-concentracdo dos compostos
alvos (SOUZA-SILVA; GIONFRIDDO; PAWLISZYN, 2015). Atualmente, hd um
interesse crescente em técnicas miniaturizadas de preparo de amostras com alta precisdao
e exatiddo que possam substituir as técnicas cldssicas de extragdo, uma vez que € de
conhecimento geral que as técnicas cléssicas, incluindo a extragdo liquido-liquido (LLE)
e a extracdo em fase solida (SPE), sdo laboriosas, demandam um longo periodo de
extracdo, e, por vezes, requerem altos volumes de amostra e solventes organicos
(CARASEK; MORES; HUELSMANN, 2022; RUTKOWSKA et al., 2019).

Com o objetivo de aprimorar as técnicas tradicionais de extracdo, estdo em
desenvolvimento métodos de microextracdo avancados. Dentro desse contexto, a
extracdo dispersiva em ponteira (DPX) tem se destacado, devido a sua capacidade de
simplificar o preparo da amostra, realizar a extracdo em curtos periodos, e reduzir o
consumo de solventes quando comparada as técnicas convencionais baseadas em extragao
em fase s6lida (SPE). Resumidamente, a técnica DPX utiliza uma ponteira para acomodar
liviemente a fase de extracdo entre dois filtros porosos. A extracdo ocorre aspirando a
amostra através do filtro inferior. Nesta etapa o ar € aspirado em conjunto com a amostra,

promovendo uma mistura dispersiva entre a amostra e a fase de extracdo, resultando em
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uma extragdo rdpida e eficiente. Seguidamente, os analitos sdo dessorvidos da fase de
extracdo com um solvente adequado (BORDIN et al., 2016). Esse processo possibilita a
pré-concentracdo dos analitos, permitindo a detec¢do de compostos mesmo em baixas
concentragdes, a0 mesmo tempo que realiza a limpeza da amostra, removendo compostos
que possam interferir na andlise (CARASEK; MORES:; HUELSMANN, 2022).

Como destacado anteriormente, dada a significativa relevancia dos compostos
fendlicos nos vinhos e a necessidade de métodos analiticos contemporineos para
determinar sua composicao fenoélica, este estudo propos o desenvolvimento de um método
analitico com preparo de amostra por extracdo dispersiva em ponteira (DPX) para a
extracdo de doze compostos fendlicos em vinhos, seguido por Cromatografia Liquida
acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS/MS) para sua identificacio e
quantificacdo. As condi¢Oes de extracdo foram otimizadas utilizando delineamentos
univariados e multivariados. Os parametros analiticos foram determinados de acordo a
Association of Official Analytical Chemists e aplicado a uma amostra de vinho tinto. O
aspecto verde do método foi avaliado usando duas ferramentas analiticas, incluindo GAPI
e AGREE. Por fim, o aspecto verde da etapa de preparo de amostra foi avaliado utilizando
a ferramenta AGREEprep. O método desenvolvido neste estudo corrobora diversos
critérios do preparo de amostra verde, com destaque para o curto tempo de extracdo e

baixo consumo de amostras e solventes.
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3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Materiais, reagentes e amostras

As ponteiras de extracdo com capacidade de 1 mL, incluindo as fases de extragao:
RP (Reverse Phase, polimero estireno-divinilbenzeno, massa: 20 mg, e tamanho de
particula: 75 um), WAX (Weak Anion Exchange, fase de amina secundédria com estireno-
divinilbenzeno, massa: 20 mg e faixas de tamanho de particula: 55-65 um) e Cis (massa:
50 mg e faixas de tamanho de particulas: 40-63 pm) foram adquiridas da DPX
Technologies (Columbia, EUA).

Os padrdes de compostos fendlicos (4cido siringico (=98%), acido protocateico
(>98%), acido p-cumarico (>98%), acido ferulico (>99%), acido cafeico (>98%),
epigalocatequina ( >90 %), (-)-epicaquina (=97 %), (+)-catequina (=99 %), kaempferol
(=299 %), acido clorogénico (=99 %), quercetina (=95 %) e miricetina (=98%)) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). A solu¢do estoque de cada padrdo
analitico e a solu¢do da mistura de padrdes, foram preparadas em solvente metanol e
acondicionada ao abrigo da luz em temperatura de refrigeracdo (4 °C). O cloreto de s6dio
(grau ACS) utilizado para avaliar o efeito salino foi adquirido da Vetec (Rio de Janeiro,
RJ, Brasil). Os solventes acetona, metanol, etanol, acetonitrila com pureza superior a
99,8% foram adquiridos da Merck (Kenilworth, NJ, EUA). Agua ultrapura (UPW) (18,2
MQ cm™!) foi obtida por meio de um sistema de purificagio de dgua Mega Purity
(Billerica, MA, EUA).

Uma solugdo hidroalcoélica (etanol 12 %, v/v) com 5 g L™! de 4cido tartérico (grau
ACS) foi utilizada como vinho sintético. Um vinho tinto comercial (variedade
Carménere; safra 2020; origem Chile) foi adquirido comercialmente em um
supermercado local. A amostra de vinho foi filtrada com um filtro de membrana de PTFE

de 0,45 pm e utilizada na etapa de otimizagdo, validag@o e aplicacdo do método.

3.2.2 Instrumentacio e condicoes cromatograficas

As andlises cromatograficas foram realizadas em um cromatégrafo liquido (1200
Series, Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) acoplado a um espectrometro de
massas no modo de ionizagdo negativa em um triplo quadrupolo (G6420A, Agilent
Technologies) equipado com uma interface de ionizagdo por eletrospray (ESI). A
condi¢do de separagdo foi desenvolvida com modificacdes em relagdo ao método descrito

por Lang et al. 2019, variando o gradiente de eluicdo, temperatura da coluna e vazdo da
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fase moével. O nitrogénio foi usado como gds de dessolvatacdo e gis de colisdo. A
separacao foi realizada em uma coluna C;g (50 x 2,1 mm DI, tamanho de particula de 1,8
pm; modelo Zorbax, Agilent Technologies, Waldbronn, Germany). A fase mével foi

I e consistia em (A) 0,1% de acido férmico

ajustada para uma vazao de 0,350 mL min~
em 4gua e (B) metanol. O programa de gradiente foi realizado da seguinte forma: 2% de
B de 0 a 0,5 min, 2 a 85% de B de 0,5 a 5 min e mantido nessa propor¢do até o final da
andlise (9,5 min). O volume de injecdo foi de 5 uL e a temperatura da coluna foi mantida
em 30 °C. A identificagdo dos tempos de reten¢do de cada composto foi determinada pela
injecdo dos padrdes individuais. A obtencao do conjunto de dados relacionando o fon
precursor e seus respectivos produtos para cada composto foi realizada pela infusdo dos
padrdes analiticos diretamente no sistema do espectrometro de massas (MS). Os analitos
foram monitorados e quantificados usando Monitoramento de Reagao Multipla (MRM).
O fon precursor de cada analito em seu espectro de massa foi utilizado para quantificagao,
e os fons dos produtos obtidos foram monitorados para fins de confirmacao. O software

MassHunter Quantitative Analysis 10.0 foi usado para processar os resultados

cromatograficos.

3.2.3 Delineamento experimental

A extracdo de doze compostos fendlicos em vinho foi realizada por meio da
técnica DPX. Inicialmente, uma aliquota de 3200 uLL de amostra de vinho e d4gua ultrapura
(1:10) com pH 3,0 foi fracionada em 4 aliquotas de 800 pL. Uma ponteira DPX com
capacidade de 1 mL, contendo 20 mg da fase extratora (DPX-RP) foi utilizada. As etapas

do procedimento de preparo de amostra por DPX sao descritas abaixo:

1) Condicionamento: O condicionamento da fase extratora foi realizado com
800 uL de 4gua ultrapura.

11) Extragdo: A extracdo foi realizada com 5 ciclos (aspiracao e dispensagao)
de 10 s em cada aliquota de 800 uLL de amostra.

ii1) Dessorcao: A dessor¢do foi realizada com 200 uL. de metanol:acetonitrila

(1:1, v/v) em 2 ciclos de 10 s.

Ap6s o procedimento de preparo de amostra por DPX, o extrato obtido foi
armazenado até o momento da andlise cromatografica. Antes da andlise instrumental por
LC-MS/MS, 100 puL de 4gua ultrapura com 2% de 4cido formico foram adicionados ao

extrato.
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3.2.4 Otimizacao do método

A otimizacdo do método proposto foi realizada em solucdo de vinho tinto
comercial e dgua ultrapura (1:10) enriquecida com padrdes analiticos de compostos
fenélicos (20 a 80 mg L1). Para realizar a otimizagio, o processo foi dividido em trés
etapas que serdo descritas nos tépicos a seguir. Os tratamentos estatisticos foram
realizados nos softwares Statsoft Statistica 8.0 (Statsoft, EUA) e Microsoft Excel® 365
(EUA).

3.2.4.1 Etapa 1

Inicialmente, a fase de extracdo e o solvente de dessor¢do foram otimizados. A
fase de extracdo foi otimizada por meio de um projeto univariado, onde foram avaliadas
a eficiéncia de extracdo de trés fases de extracdao disponiveis comercialmente, incluindo
DPX-RP, DPX-WAX e DPX-C;s. Os ensaios foram realizados em triplicata (n=3) e os
resultados foram avaliados estatisticamente por andlise de varidncia (ANOVA) e post hoc
de teste de Tukey. O solvente de dessor¢cao foi otimizado por meio de planejamento de
misturas de superficie terndria Simplex Lattice. Os solventes estudados foram metanol,
acetonitrila e etanol. A matriz de planejamento esta descrita na Tabela 3. Os resultados
foram expressos como a média geométrica das dreas dos picos cromatograficos de doze

compostos fendlicos.

Tabela 3. Matriz de planejamento de misturas de superficie terndria Simplex Lattice para

escolha do solvente de dessorcao.

Ensaio/Solvente Metanol Acetonitrila Etanol
1 1,00 0,00 0,00
2 0,00 1,00 0,00
3 0,00 0,00 1,00
4 0,50 0,50 0,00
5 0,50 0,00 0,50
6 0,00 0,50 0,50
7 0,33 0,33 0,33
8 0,33 0,33 0,33
9 0,33 0,33 0,33
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3.2.4.2 Etapa Il

Na etapa seguinte da otimizacdo, um planejamento fatorial fraciondrio (FFD) 27~

3 foi realizado para selecionar as varidveis que afetam significativamente o processo de

extracdo de compostos fendlicos em vinho por DPX. As varidveis e seus respectivos

niveis foram: volume de amostra (0,8 e 3,2 mL), tempo de extragao (10 e 60 s), ciclos de

extracdo (1 e 5), adicdo de sal (0 e 20 % (m/v) de NaCl), tempo de dessorcao (10 e 60 s),

ciclos de dessor¢ao (1 e 5) e pH (2 e 8). A matriz de planejamento estd descrita na Tabela

4. Os resultados foram expressos como a média geométrica das dreas dos picos

cromatograficos de doze compostos fendlicos.

Tabela 4. Matriz de planejamento fatorial fracionario (27-). A — Volume de amostra

(mL), B — Tempo de extracao (s), C — Ciclos de extracdo, D — Concentragdo de sal (%

[m/v] de NaCl), E — Tempo de dessor¢do (s), F — Ciclos de dessor¢do e G — pH.

Experimento/
Parametro A B ¢ P N F ¢
1 0,8 10,0 1,0 0,0 10,0 1,0 2,0
2 3,2 10,0 1,0 0,0 60,0 1,0 8,0
3 0,8 60,0 1,0 0,0 60,0 5,0 2,0
4 3,2 60,0 1,0 0,0 10,0 5,0 8,0
5 0,8 10,0 5,0 0,0 60,0 5,0 8,0
6 3,2 10,0 5,0 0,0 10,0 5,0 2,0
7 0,8 60,0 5,0 0,0 10,0 1,0 8,0
8 3,2 60,0 5,0 0,0 60,0 1,0 2,0
9 0,8 10,0 1,0 20,0 10,0 5,0 8,0
10 3,2 10,0 1,0 20,0 60,0 5,0 2,0
11 0,8 60,0 1,0 20,0 60,0 1,0 8,0
12 3,2 60,0 1,0 20,0 10,0 1,0 2,0
13 0,8 10,0 5,0 20,0 60,0 1,0 2,0
14 3,2 10,0 5,0 20,0 10,0 1,0 8,0
15 0,8 60,0 5,0 20,0 10,0 5,0 2,0
16 3,2 60,0 5,0 20,0 60,0 5,0 8,0
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3.2.4.3 Etapa 111

Ap0s a etapa 2 realizada como etapa de triagem, os paradmetros que influenciaram
significativamente a extracdo, incluindo pH e volume da amostra, ciclos de extracdo,
tempo de extracao, tempo de dessor¢ao e presenca de sal foram otimizados. O volume da
amostra ¢ o pH foram otimizados usando um planejamento Doehlert (Tabela 5).
Diferentes tempos de dessorcao (10, 30 e 50 s) foram avaliados em um delineamento
univariado, os ensaios foram realizados em triplicata (n=3) e os resultados foram
avaliados estatisticamente por andlise de variancia (ANOVA). Por fim, a concentracdo de
sal, o tempo de extracdo e os ciclos de extracdo foram otimizados por meio de um projeto
composto central (Tabela 6). Os resultados foram expressos como a média geométrica

das areas dos picos cromatograficos de doze compostos fendlicos.

Tabela 5. Matriz de planejamento Doehlert para otimizagcdao do pH e volume de amostra.

Experimento/parametros pH Volume de amostra (mL)
1 4,0 0,8
2 2,4 1,6
3 5,6 1,6
4 5,6 3,2
5 2,4 3,2
6 4,0 4,0
7 4,0 24
8 4,0 24
9 4,0 24
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Tabela 6. Matriz do projeto composto central para otimiza¢do da concentracdo de sal,

tempo de extragdo e ciclos de extragdo.

Experimentos/ Concentracao de sal Tempo de
Ciclos de extracao
Paramétros (% (m/v) NaCl) extracao (s)
1 4 10 2
2 4 10 6
3 4 30 2
4 4 30 6
5 12 10 2
6 12 10 6
7 12 30 2
8 12 30 6
9 1 20 4
10 15 20 4
11 8 3 4
12 8 37 4
13 8 20 1
14 8 20 7
15 8 20 4
16 8 20 4
17 8 20 4

3.2.5 Parametros analiticos de mérito

As figuras analiticas de mérito foram obtidas através de curvas de calibracdo por
adicdo de padrdo. As solugdes de calibracdo foram preparadas adicionando padrdes
analiticos de doze compostos fendlicos (dcido protocateico, (+)-catequina, epicatequina,
acido clorogénico, epigalocatequina, 4cido caféico, acido siringico, acido p-cumadrico,
acido ferulico, miricetina, quercetina e kaempferol) a solucdes de vinho tinto comercial
(variedade Carménere; safra 2020; origem Chile) e &4gua ultrapura (1:10) em
concentragdes entre 0,1 e 7,5 mg L', A extracdo dos analitos foi realizada em triplicata
(n=3), usando condi¢des otimizadas seguidas de andlise por LC-MS/MS para
identificacio e quantificacdo dos analitos. Os resultados foram avaliados
individualmente, para cada analito, sendo avaliada a 4rea do pico cromatogrifico

correspondente.
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Os parametros avaliados na etapa de avaliagdo do desempenho do método foram:
coeficiente de correlagdo linear (R), limite de quantificacao (LOQ), limite de deteccdo
(LOD), exatidao, precisdes intradia e interdia e efeito de matriz. O LOD foi calculado
usando 3 vezes o desvio padrao da menor concentra¢do da curva de calibrag¢do dividido
pela inclinag¢ao da curva de calibracdo, e o LOQ foi calculado como 3,3 vezes o LOD. A
exatiddo do método foi estimada usando ensaios de recuperacgao relativa em trés niveis de
concentracdo. A precisdo foi calculada com base no desvio padrdo relativo dos testes
intradia e interdia, e os valores foram considerados aceitaveis quando inferiores a 20%
(AOAC, 2016). A precisao intradia foi avaliada em trés niveis de concentracdo e a
precisdo interdia em um nivel de concentracdo. Os testes de precisdo e exatiddo foram
realizados em solugdes de vinho tinto e dgua ultrapura (1:10).

A avaliacdo do efeito de matriz (EM) foi realizada através da construcao de curva
de calibracdo com solucdes de vinho sintético e dgua ultrapura (1:10) enriquecidos com
padrdes analiticos de doze compostos fendlicos em concentragdes entre 0,1 e 7,5 mg L.
O efeito da matriz foi avaliado comparando os coeficientes angulares (s) das curvas de
calibracdo com a matriz correspondente e as curvas de calibracdo em vinho sintético
utilizando a Equagio 1, de acordo com método descrito por (AGUIAR JUNIOR;
SANTOS; FARIA, 2020).

S matriz

%EM = ( —1)x 100 (1)

S vinho sintético

3.2.5.1 Robustez

A andlise de robustez foi realizada para garantir a qualidade do método
desenvolvido, de modo a avaliar a capacidade do método em nao ser afetado por pequenas
variacdes nos parametros de execucdo. Para isso, o teste de robustez do método foi
conduzido por meio de um planejamento fatorial fracionério de acordo com a Abordagem
de Youden (KARAGEORGOU; SAMANIDOU, 2014; YOUDEN, 1972; YOUDEN;
STEINER, 1975). A matriz com as combinagdes de pardmetros e seus niveis €&
apresentada na Tabela 7. Os parametros avaliados foram pH da amostra, volume da
amostra, ciclos de extracdo, solvente de dessor¢do e volume do solvente de dessor¢do,
inerentes ao preparo da amostra e temperatura da coluna e volume de inje¢do, inerentes

ao método cromatogréfico. O teste foi realizado em dois niveis proximais aos niveis
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estabelecidos de cada parametro, com valores variando em niveis ligeiramente inferiores

e superiores ao valor estabelecido.

Tabela 7. Matriz de planejamento para avaliacdo da robustez do método por DPX para
extracdo de compostos fendlicos em vinho. A — Temperatura da coluna (°C), B — Volume
de injecdo (mL), C — pH, D — Volume de amostra (mL), E — Ciclos de extracdo, F —

Solvente de dessor¢dao, G — Volume de solvente de dessor¢ao.

Experimento/
A B C D E F G
Parametro
1 28 4,8 2,5 3,28 21 A 180
2 32 4,8 2,5 3,12 19 A 220
3 28 5,2 2,5 3,12 21 B 220
4 32 5,2 2,5 3,28 19 B 180
5 28 4.8 3,5 3,28 19 B 220
6 32 4,8 3,5 3,12 21 B 180
7 28 5,2 3,5 3,12 19 A 180
8 32 5,2 3,5 3,28 21 A 220

Solvente de dessor¢do A: Metanol:Acetonitrila (60:40) e B: Metanol: Acetonitrila
(40:60).
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.3.1 Otimizacao dos parametros do MS/MS para os analitos e separacido
cromatografica

Um método cromatografico baseado no método descrito por Lang et al. 2019 foi
adaptado com modifica¢des em um cromatdgrafo liquido acoplado a um espectrometro
de massas triplo quadrupolo. Na Tabela 8 estdo apresentadas as principais informacdes
dos compostos avaliados, bem como o conjunto de dados obtido no processo de infusio,

que incluem os fons precursores e os respectivos fragmentos.
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Tabela 8. Massa molecular, pKa, tempo de retencao (T.R), ions precursores e produtos

(m/z ion precursor — m/z produtos) dos analitos.

Massa T.R Precursor
Analito Molecular pKa " Produtos
1 (min) [M-H*]
(g mol™)
135,0;
Acido caféico 180 3,4;9,3; 12,7 6,454 179,0 107,0;
117,0; 89,0
Acido p- :
acop 164 40,95 6,932 163,1 19,15
cumarico 93,1
178,0;
Acido ferulico 194 3,6;9,9 7,014 193,1 134,1;
149,1
Acid :
CI,\O, 354 3,3;9,2; 12,5 6,144 353,1 OLL;
clorogénico 85,0
Acid :
ado. 154 41:94:128 5178 153.,0 109.0;
protocateico 108,0
¢ . . s . 182,0;
Acido siringico 198 3,9;9,5 6,533 197,1
123,0;
109,1;
. . ,0; 9.6; 10,8 >
(-)-Epicatequina 290 9,09 6,463 289,2 123,1;
12,6;
203,2
169,1;
Epgalocatequina 458 8,795, 106 6,258 457,0 125,1;
11,2;
179,1
109,1;
. 9,0; 9,6; 10,8 7
(+)-Catequina 290 5,999 289,2 123,1;
12,6;
203,1
6.4;7,8 229,1;
Kaempferol 286 8.6: 10.6 8,206 285,0 93.0
151,1;
Quercetina 302 6,3,7.8; 8,6 7,872 301,1 121,1;
10,3; 12,8
179,1
e o L. 6,3;7,7; 8,3 151,1;
Miricetina 318 11.0: 12.2: 7,497 317,0 137.1
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Inicialmente foi realizada uma etapa de infusdo dos analitos deste estudo no
espectrometro de massas, onde doze padrdes analiticos de compostos fendlicos
individuais (4cido protocateico, (+)-catequina, epicatequina, d4cido clorogénico,
epigalocatequina, 4cido caféico, 4cido siringico, 4cido p-cumdrico, 4cido fertlico,
miricetina, quercetina e kaempferol) foram injetados diretamente no sistema do
espectrometro de massas para obtencdo de um conjunto de dados relacionando o ion
precursor e respectivos produtos de fragmentagcdo para cada composto. Para realizar a
coleta do conjunto de dados, a fonte de ionizag@o do espectrometro de massas foi operada
em modo negativo, uma vez que os compostos fendlicos avaliados apresentam valores de
pKa entre 3,3 e 12,9 e ao estarem em sua forma i6nica sdo diferenciados pelos anions
formados. Neste estudo, o ion de maior abundancia de cada analito foi monitorado na
etapa de quantificacdo, e os demais fragmentos foram monitorados para fins de
confirmacao qualitativa. Cabe ressaltar que, a realizacdo dessa etapa € indispensavel para
obter informacdes sobre os fragmentos que compdem o espectro de massas
correspondente de cada analito, seja para andlises qualitativas ou quantitativas por
cromatografia liquida com detec¢do por espectrometria de massas. As informacdes
geradas nessa etapa permitem a identificacdo e quantificacdo dos compostos de interesse

presentes em uma amostra.

3.3.2 Otimizacao do método
3.3.2.1 Etapa 1

3.3.2.1.1 Fase extratora

O desempenho de extragdo de doze compostos fendlicos foi avaliado com trés
fases extratoras comerciais, incluindo DPX-RP, DPX-WAX e DPX-Cis. O bom
desempenho analitico depende da capacidade da fase de extragdo de interagir
seletivamente com os compostos alvos. Portanto, a escolha das fases foi baseada na
composi¢do quimica de cada fase e nas caracteristicas estruturais dos compostos de
estudo. A DPX-RP é composta por estireno divinil benzeno, sendo indicada para
compostos apolares e ligeiramente polares, promovendo interagdes carbonicas. A DPX-
WAX é composta por estireno divinil benzeno com substituintes poliamina que visam
promover interagdes de troca anidnica, além da interacio carbonica, essa fase € indicada
para compostos dcidos. E a DPX-cig, € indicada para realizar interacdes carbOnicas,

preferencialmente para compostos apolares. O estudo foi realizado através de
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planejamento univariado realizado em solu¢des de vinho tinto comercial e 4gua ultrapura
(1:10). O volume de amostra foi 800 uL em pH 3,3 (pH da amostra). Os ciclos e tempo
de extragdo foram 3 ciclos de 30 s cada. Os ciclos, tempo e solvente de dessor¢cdo foram
3 ciclos de 30 s cada com 200 uL de solvente metanol. Essas condi¢des foram pré-fixadas
inicialmente, e ao longo do desenvolvimento do método de preparo de amostra foram
otimizadas com base na melhor resposta analitica considerando uma frequéncia analitica
aprecidvel.

Os resultados da otimizagdo da fase extratora foram expressos pela média
geométrica das dreas dos picos dos doze analitos. A Figura 7 apresenta o gréifico de barras
obtido para otimizacdo da fase de extracdo. A andlise estatistica foi realizada por anélise
de variancia (ANOVA) e teste post hoc de Tukey. De acordo com o grafico, a DPX-RP
apresentou o melhor resultado para extracao de compostos fendlicos em vinho. A andlise
estatistica indica que os resultados entre as fases sao estatisticamente diferentes (p<0,05).
Além disso, o teste de post hoc de Tukey indica que a DPX-RP apresenta resultados
estatisticamente diferentes (p<0,05) das fases DPX-WAX e DPX-Cjs.

Figura 7: Gréfico de barras obtidos na otimizacdo da fase de extracdo do método para
extracdo de compostos fendlicos em vinho. Os resultados estdo expressos por meio da

média geométrica da drea dos picos de doze compostos fendlicos.
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Elaborado pela autora (2024).
Como mencionado anteriormente, a DPX-RP é capaz de realizar interacdes

carbonicas entre fase de extracdo e compostos alvos. Considerando a presenga de anéis

aromdticos na estrutura da fase e dos compostos fendlicos, pode se indicar que ocorra
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preferencialmente interagdes do tipo m-m, promovendo a adsor¢ao dos analitos no material
sorvente. Ressalta-se que DPX-WAX também é capaz de realizar interacdes da mesma
natureza e interagir adicionalmente via ligacdes de hidrogénio devido a presenca
de amina secundaria em sua estrutura (CARASEK; MORES; MERIB, 2018). Porém,
essa diferenca nao promoveu um aumento na resposta analitica. Portanto, optou-se pela

utilizacdo do DPX-RP como fase de extragdao no desenvolvimento do método de extracdo

de compostos fendlicos em vinho.

3.3.2.1.2 Solvente de dessor¢do

Os solventes metanol, acetonitrila e etanol foram avaliados como solvente de
dessorcao dos analitos. A otimizacdo foi realizada por meio de um planejamento Simplex
Lattice, a matriz decodificada estd apresentada na Tabela 3 da se¢do 3.2 As anélises foram
realizadas em solugdes de vinho tinto comercial e dgua ultrapura (1:10). A fase de
extracdo foi a DPX-RP. O volume de amostra foi 800 uL em pH 3,3 (pH da amostra). Os
ciclos e tempo de extracdo foram 3 ciclos de 30 s cada. Os ciclos e tempo de dessorcdo
foram 3 ciclos de 30 s cada com 200 uL de solvente.

O gréfico de contorno (Figura 8) foi obtido através de um modelo matemético
quadritico com R? de 0,9365, e indica uma tendéncia de resposta maxima na regifo

intermedidria entre metanol e acetonitrila.
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Figura 8: Gréfico de contorno obtido do planejamento Simplex Lattice na otimizag¢ao do
solvente de extracdo do método para extracdo de compostos fendlicos em vinho. Os
resultados estdo expressos por meio da média geométrica das dreas dos picos de doze

analitos.
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0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

Metanol Acetonitrila

Elaborado pela autora (2024).

O metanol € um solvente polar, capaz de interagir com analitos principalmente
através de ligacdes de hidrogénio, enquanto a acetonitrila possui cardter menos polar. De
acordo com o grafico de contorno, uma mistura de metanol e acetonitrila (1:1, v/v)
apresentou maior resposta analitica quando comparada aos solventes puros. A promog¢ao
na dessor¢do dos analitos pode ser atribuida a dois fatores principais: (i) interacdes via
ligacdes de hidrogénio entre o metanol e os analitos, e (if) aproximag¢do da polaridade
da mistura de solventes com a fase de extra¢do, aumentando a forca do solvente, e
consequentemente promovendo a dessor¢do dos analitos. Portanto, de acordo com o
resultado, uma mistura de metanol e acetonitrila (1:1, v/v) foi escolhida como solvente de
dessor¢@o para o desenvolvimento do método de extracdo de compostos fendlicos em

vinho.
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3.3.2.2 Etapa Il

3.3.2.2.1 Planejamento fatorial fraciondrio

Os principais parametros de extracdo que podem apresentar influéncia
significativa sobre a efici€ncia de extragdo em métodos com DPX foram avaliados através
de um planejamento fatorial fraciondrio, que avaliou sete parametros, incluindo volume
da amostra, tempo de extracdo, ciclos de extracdo, concentragdo de sal, tempo de
dessor¢do, ciclos de dessor¢@o e pH. Através de planejamentos fatoriais é possivel obter
boas estimativas quanto a influéncia significativa dos pardmetros envolvidos na
metodologia proposta. O planejamento € definido por matrizes, compostas por diferentes
niveis dos parametros em estudo e o principal objetivo € selecionar apenas os parametros
que apresentem alguma influéncia significativa sobre o método para serem otimizados
posteriormente (FERREIRA et al., 2007).

No método de otimizagdo proposto, inicialmente foi realizado um planejamento
fatorial fraciondrio (27-%), a matriz decodificada estd apresentada na Tabela 4, se¢do 3.2.
A Figura 9 apresenta o grafico de Pareto obtido. Além dos efeitos principais, neste estudo
foram avaliados os comportamentos das varidveis quando combinadas entre si, ou seja,

interacOes de segunda ordem.
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Figura 9: Grifico de Pareto obtido através do planejamento fatorial fraciondrio 27-3 para
avaliacdo dos parametros estatisticamente significativos na extracdo de compostos

fenolicos em vinho.

(1) pH
(1) Volume de amostra (mL)
1by7 |

(3) Ciclos de extragio

(5) Tempo de dessorcéo (s)
2by4 F
1by6 |
Toy4 |

(4) NaCl (% - m/v)

1by2 |

(2) Tempo de extragdo(s) |
1by5 |

1by3 |

(6) Ciclos de dessorcédo

Estimativa de efeito padronizado (valor absoluto)

Elaborado pela autora (2024).

De acordo com os resultados, ao avaliar a influéncia individual dos parametros, a
extracdo dos analitos é favorecida em valores de pH proximos ao nivel baixo avaliado
(pH 2) e com volumes de amostra proximos ao nivel alto avaliado (3200 uL). Além disso,
os ciclos de extracdo e o tempo de dessor¢cao também foram significativos na extracdo de
compostos fendlicos no vinho. Em relacdo as interacdes de segunda ordem, os resultados
mostram que o volume de extracdo combinado com pH apresentou influéncia
significativa na extra¢dao dos analitos, bem como o tempo de extragdo quando combinado
com a presencga de sal. Portanto, optou-se por otimizar o pH e o volume de amostra através
de planejamento Doehlert. O tempo de dessorcdo através de um planejamento univariado
e tempo de extracdo, ciclos de extra¢do e concentragdo de sal através de um planejamento
composto central. Entre todos os parametros avaliados, apenas o ciclo de dessor¢ao ndao
apresentou influéncia significativa na extragdo de compostos fendlicos em vinho, desse
modo optou-se por fixar em 2 ciclos de dessor¢ao.
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3.3.2.3 Etapa 111
3.3.2.3.1 Volume de amostra e pH

O volume e o pH da amostra foram otimizados usando um planejamento Doehlert
a matriz decodificada estd apresentada na Tabela 5, se¢do, 3.2. As andlises foram
realizadas em solugdes de vinho tinto comercial e dgua ultrapura (1:10). A fase de
extracdo foi a DPX-RP. Os ciclos e tempo de extracao foram 3 ciclos de 30 s cada. Os
ciclos, tempo e solvente de dessor¢do foram 2 ciclos de 30 s cada com 200 puL de

metanol:acetonitrila (1:1, v/v). A Figura 10 apresenta a superficie de resposta obtida

através de um modelo matemético quadratico com R? de 0,9600.

Figura 10. Superficie de respostas do planejamento Doehlert para a otimizagdo do

volume e pH da amostra do método de extracdo de compostos fendlicos em vinho
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Elaborado pela autora (2024).

De acordo com a Figura 10, hda uma tendéncia de aumento da resposta analitica na
regido de maiores volumes de amostra e em pH mais d4cido. Ambos os parametros tém
influéncia significativa de acordo com a ANOVA. O gréfico indica um aumento na
resposta analitica em volumes de amostra superiores a 3000 pL. Para manter um

compromisso entre o resultado avaliado e a frequéncia analitica, optou-se por utilizar um
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volume de 3200 uLL de amostra, ou seja, quatro aliquotas de 800 uL. Cabe ressaltar que a
ponteira de extracdo suporta um volume méaximo de amostra de 800 uL, portanto, para
aumentar o volume de amostra durante a extracao, € necessario dividir o volume final em
aliquotas de até 800 pL. Em relacdo ao pH, o grifico indica uma boa resposta entre
valores de pH de 2,0 a 3,5, indicando que os analitos sao extraidos principalmente em sua
forma neutra, uma vez que, o pKa dos analitos varia entre 3,3 e 12,9. Dada a melhor

resposta, optou-se por utilizar pH 3,0, sendo este valor, o valor médio de pH dos vinhos.

3.3.2.3.2 Tempo de dessor¢cao

A otimiza¢do do tempo de dessorcao foi realizada através de um planejamento
univariado em trés niveis: 10, 30 e 50 s. As andlises foram realizadas em solugdes de
vinho tinto comercial e d4gua ultrapura (1:10). A fase de extragdo foi a DPX-RP. O volume
e pH da amostra foi 3200 puL e 3,0, respectivamente. Os ciclos e tempo de extracido foram
3 ciclos de 30 s cada. Os ciclos e solvente de dessorc¢ao foram 2 ciclos de 30 s cada com
200 pL de metanol:acetonitrila (1:1, v/v). A Figura 11 apresenta o grafico de barras
obtido. De acordo com a ANOVA, os resultados sdo estatisticamente iguais
(p>0,05). Assim, optou-se por aplicar um tempo de dessorcdo de 10 s para reduzir o
tempo de preparo da amostra. Através destes resultados, é possivel indicar que o solvente
€ o unico parametro que influencia significativamente na dessorcdo dos analitos, pois

também ndo fora observada influéncia significativa dos ciclos e do tempo de dessor¢ao.

Figura 11. Gréfico de barras obtido para otimiza¢do do tempo de dessor¢ao do método

de extracdo de compostos fendlicos em vinho.
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Elaborado pela autora (2024).
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3.3.2.3.3 Concentragdo de sal e tempo e ciclos de extragdao

O ndmero de ciclos e tempo de extracdo para cada aliquota de amostra e
concentracdo de sal foram otimizados através de um planejamento do composto central,
a matriz decodificada estd apresentada na Tabela 6, se¢dao 3.3. As andlises foram
realizadas em solugdes de vinho tinto comercial e dgua ultrapura (1:10). A fase de
extracdo foi a DPX-RP. O volume e pH da amostra em 3200 puL e 3,0, respectivamente.
Os ciclos, tempo e solvente de dessor¢do foram 2 ciclos de 30 s cada com 200 uL de

metanol:acetonitrila (1:1, v/v). A Figura 12 apresenta as superficies de resposta obtidas

através de um modelo matemético quadratico com R? de 0,8346.

Figura 12. Superficies de respostas do planejamento Composto Central para otimizagao

da concentragdo de sal, ciclos de extracao e tempo de extragdo no método de extracdo de
compostos fendlicos em vinho.
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Elaborado pela autora (2024).
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De acordo com a ANOVA, apenas os ciclos de extragdo tiveram influéncia
significativa na extragcdo. Portanto, optou-se por ndo adicionar sal a amostra e definir o
tempo de extracdo em 10 s por ciclo. O curto tempo de extracdo avaliado corrobora as
caracteristicas da técnica DPX. Ao aspirar a amostra, o ar € aspirado em sequéncia,
promovendo a formacao de pequenas bolhas com grande 4rea superficial, que promovem
uma mistura dindmica entre a amostra e a fase de extragdo, resultando em uma extracao
rdpida e eficiente (CARASEK; MORES; HUELSMANN, 2022). Finalmente,
considerando a tendéncia crescente na resposta analitica dos ciclos de extracdo nas
superficies de resposta Figura 12, optou-se por realizar cinco ciclos em cada aliquota,
totalizando 20 ciclos de extragdo (cinco ciclos multiplicados por quatro aliquotas de

amostra).

3.3.2.4 Condigoes otimizadas do método

Em conclusao das otimizacdes, as condi¢des estabelecidas de acordo com ensaios
de otimizacdo realizados inicialmente foram DPX-RP como fase extratora e 200 uL de
metanol:acetonitrila (1:1, v/v) como solvente de dessor¢do os analitos. O volume do
solvente de dessorcao ndo foi otimizado, mas sim pré-fixado em 200 pL, por ser o menor
volume de dessor¢do capaz de cobrir toda a fase extratora no interior da ponteira. Esse
volume contribui com a pré-concentracdo dos analitos € com um menor volume de
solvente organico necessdrio. Seguidamente, o planejamento fatorial fraciondrio indicou
que o volume e pH da amostra, tempo de dessorcao, concentracao de sal na amostra, e
ciclos e tempo de extracdo apresentaram influéncia estatisticamente significativa no
procedimento de extracdo de compostos fendlicos em vinho. Ao realizar novos estudos,
constatou-se que o tempo de dessor¢cdo, concentracdo de sal e tempo de extracdo ndo
foram estatisticamente significativos. Cabe ressaltar que o planejamento fatorial
fraciondrio indica quais parametros afetam positivamente a extracao dos analitos e quais
regides de trabalho sdo mais adequadas, porém, alguns efeitos podem ficar mascarados e
resultar em falsos positivos. Portanto, € necessario realizar otimiza¢des em sequéncia para
avaliar a real influéncia dos parametros. Com isso, apos o estudo de otimizagao, os valores
determinados foram volume de amostra em 3200 uL com pH em 3,0. Extracdo em 5 ciclos
de 10 s cada para cada aliquota, totalizando 20 ciclos de extracdo ao todo. E dessorcdo, 2
ciclos de 10 s cada com 200 uL de solvente. Dessa forma, o tempo necessario para realizar

o preparo de amostra foi inferior a 5 min.
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3.3.3 Parametros analiticos

Os parametros analiticos avaliados por meio da curva analitica estdo apresentados
na Tabela 9. Os coeficientes de correlacdo apresentaram valores maiores ou iguais a
0,9877 o que indica boa correlacio linear em todo a faixa linear de trabalho para todos os
analitos. Os limites de detec¢cdo (LOD) variaram de 0,01 a 0,03 mg L' e os limites de
quantifica¢do (LOQ) variaram de 0,03 a 0,09 mg L!. O LOD foi calculado usando 3 vezes
o desvio padrdao da menor concentracdo da curva de calibragcdo dividido pela inclinagcdao

da curva de calibracdo, e o LOQ foi calculado como 3,3 vezes o LOD.
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Tabela 9. Faixa linear de trabalho, equacdo linear, coeficiente de correlagcdo, limite de deteccdo e limite de quantificacio de doze compostos

fendlicos.
Analito Faixa linear de trabalho (mg L) Equacao linear R LOD mgL!) LOQ (mgL?)
Acido protocateico 0,1-5,0 y=5971,3x + 1741,6 0,9973 0,02 0,06
(+)-Catequina 0,1-7,5 y=1190,3x + 2292,5 0,9961 0,01 0,03
(-)-Epicatequina 0,1-5,0 y=627,1x + 1475,5 0,9906 0,02 0,06
Acido clorogénico 0,1-2,5 y=20414x + 2324 0,9953 0,01 0,03
Epigalocatequina 0,1-7,5 y=20009x + 2222,1 0,9976 0,01 0,03
Acido caféico 0,5-7,5 y=19010x + 22624 0,9956 0,07 0,24
Acido siringico 0,1-7,5 Y=469,3x + 331,3 0,9995 0,02 0,06
Acido p-cumarico 0,5-7,5 y=10901x + 11288 0,9947 0,01 0,03
Acido ferilico 0,5-7,5 y=4253x + 1096,9 0,9990 0,01 0,03
Miricetina 0,1-7,5 y=9277,1x + 13599 0,9960 0,03 0,09
Quercetina 0,1-7,5 y=26884x + 30269 0,9941 0,03 0,09
Kaempferol 0,1-7,5 y=1548,5x + 746,2 0,9877 0,03 0,09
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O efeito matriz (EM) é um parametro importante a ser avaliado durante o
desenvolvimento de novos métodos. Neste estudo, o EM foi calculado considerando os
coeficientes angulares das curvas de calibracdo dos doze compostos fendlicos em
solugdes de vinho sintético e dgua ultrapura (1:10) e em solucdes de vinho tinto e dgua
ultrapura (1:10). De acordo com a Equacédo 1, as porcentagens de efeito de matriz sdo -
72% para écido protocateico, -6% para (+)-catequina, -60% para epicatequina, -29% para
acido clorogénico, -34% para epigalocatequina, -47% para acido caféico, -57% para acido
sirfngico, -42% para 4cido p-cumdrico, -51% para 4cido ferdlico, -62% para miricetina,
9% para quercetina e 25% para kaempferol. Os valores de EM variaram de -72% para o
acido protocateico a 9% para a quercetina. Quanto mais distante o percentual estiver de
zero (0%), maior serd o efeito de matriz, portanto, de acordo com os resultados avaliados,
€ possivel concluir efeito de matriz, por isso, para compensar foi realizado calibracdo por
adicao de padrdo. Esse resultado pode ser atrelado a baixa concentracdo dos compostos
alvo na amostra e a grande variedade de classes de compostos no vinho, principalmente
acidos organicos, minerais e acgucares.

Os ensaios de precisdo e exatidao foram realizados em solug¢des de vinho tinto
comercial e dgua ultrapura (1:10), os resultados estdo descritos na Tabela 10. A precisao
intradia (n=3) foi avaliada em trés niveis de concentragdo e a precisdo interdia (n=9) em
um nivel de concentracdo. Os resultados foram expressos pelo desvio padrio relativo
(DPR %) da resposta analitica da extracdo realizada em triplicata para cada nivel de
concentracdo. A precisdo intradia apresentou valores entre 0,4 e 13,1%, e a precisdo
interdia apresentou valores de 1,7 e 8,5%. A exatidao do método foi estimada usando
ensaios de recuperacdo relativa em trés niveis de concentracdo. Os resultados variaram
entre 87 e 114%. Os resultados de precisdo e exatidao sdao considerados satisfatorios

segundo as diretrizes da AOAC (AOAC, 2016).
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Tabela 10. Precisdo intradia e interdia e recuperacao relativa obtida em solug¢des de vinho

tinto comercial e dgua ultrapura (1:10).

Nivel de Precisao Precisao Recuperacao
Analito fortificacdo intradia (%) interdia (%) relativa (%)

(mg L) n=3 n=9 n=3

Acido protocateico 0,1 3,0 - 102
1,0 3,9 3,9 95
5,0 4,2 - 97

(+)-Catequina 0,1 4,7 - 90
1,0 2,7 3,6 89
7,5 2,0 - 93

(-)-Epicatequina 0,1 2,1 - 94
1,0 4,0 3,3 97

5,0 2,3 - 112
Acido clorogénico 0,1 3,6 - 97
1,0 1,9 2,1 98
2,5 1,8 - 96

Epigalocatequina 0,1 4,1 - 104
1,0 2,4 2,4 102

7,5 79 - 94

Acido caféico 0,5 1,1 - 106
1,0 2,4 1,7 92

7,5 2,3 - 108
Acido siringico 0,1 6,2 - 93
1,0 5,3 5,7 98

7,5 3,5 - 90

Acido p-cumarico 0,5 0,4 - 101
1,0 1,0 2,6 93
7,5 1,1 - 95

Acido ferilico 0,5 5,9 - 90
1,0 3,2 3,2 95
7,5 1,9 - 91

Miricetina 0,1 13,1 - 90
1,0 33 8,5 93

7,5 0,6 - 87

Quercetina 0,1 9,8 - 112

1,0 1,0 49 84

7,5 2,4 - 114

Kaempferol 0,1 73 - 103
1,0 1,9 4,1 95

7,5 3,1 - 111
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3.3.3.1 Robustez

A andlise de robustez foi realizada para garantir a qualidade do método
desenvolvido, de modo a avaliar a capacidade do método em ndo ser afetado por pequenas
variagdes nos parametros de execucdo. Para isso, o teste de robustez do método foi
conduzido por meio de um planejamento fatorial fraciondrio de acordo com a abordagem
de Youden (KARAGEORGOU; SAMANIDOU, 2014; YOUDEN, 1972; YOUDEN;
STEINER, 1975). A matriz com as combina¢gdes de parametros e seus niveis ¢é
apresentada na Tabela 7, secdo 3.2. Os parametros avaliados foram temperatura da
coluna, volume de injecdo, pH, volume de amostra, ciclos de extracdo, solvente de
dessorcao e volume de solvente. A partir dos dados gerados, foi construido um gréfico de
Lenth’s (Figura 13), onde sdo mostrados os efeitos das sete varidveis relativas a margem

de erro (ME) e margem de erro simultinea (SME).

Figura 13. Grafico de Lenth’s para avaliagdo da robustez do método de extragdo de
compostos fendlicos em vinho. A — Temperatura da coluna (°C), B — Volume de injecao
(mL), C — pH, D — Volume de amostra (mL), E — Ciclos de extra¢do, F — Solvente de

dessorcao, G — Volume de solvente de dessor¢ao.
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Elaborado pela autora (2024).
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A primeira linha, referente 8 ME, relaciona a variagao dos resultados inerente a
avaliacdo dos parametros individualmente. Enquanto a segunda linha, referente a SME,
relaciona a variagdo dos resultados inerente a interacdo entre os parametros. Portanto,
respostas que nao ultrapassam as linhas indicam que os efeitos dos pardmetros nao
apresentam efeitos significativos sob a robustez do método. Assim, o método

desenvolvido pode ser considerado robusto sob condi¢des otimizadas.

3.3.4 Aplicacio do método

O método analitico desenvolvido foi aplicado na determina¢do de compostos
fenolicos em uma amostra de vinho. Todos os analitos do estudo, com exce¢do do dcido
ferdlico foram quantificados na amostra e os valores de concentracao estdo apresentados

na Tabela 11.

Tabela 11: Aplicacdao do método proposto para determinacio de polifenéis em vinho.

Analito Concentracio (mg L)
Acido protocateico 2,9 (£3,2%)
(+)-Catequina 19,2 (£2,9%)
(-)-Epicatequina 23,5 (£3,2%)
Acido clorogénico 1,1 (#4,5%)
Epigalocatequina 1,0 (£9,9%)
Acido caféico 11,9 (£1,7%)
Acido siringico 7,0 (£1,5%)
Acido p-cumadrico 10,3 (£0,8%)
Acido ferilico <LOQ
Miricetina 14,6 (£2,9%)
Quercetina 11,2 (1,4%)
Kaempferol 4,8 (£7,4%)

Os compostos majoritarios encontrados na amostra foram a miricetina, (-)-
epicatequina e (+)-catequina. A miricetina possui uma variedade de atividades bioldgicas,
como capacidade antitumoral em diferentes tipos de cancer (SONG et al., 2021). A (+)-
catequina e a (-)-epicatequina sdo excelentes antioxidantes e s30 os principais compostos
fendlicos responsdveis pelo sabor e adstringéncia de vinhos (GARRIDO; BORGES,

2013). Cabe ressaltar que diversos fatores podem influenciar a composi¢ao fendlica dos
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vinhos, como a variedade da uva, condicdes edafocliméticas, condi¢cdes de cultivo e a

tecnologia aplicada durante o preparo da bebida (GARRIDO; BORGES, 2013).

3.3.5 Avaliacio do carater verde do método

O uso de métricas para avaliar procedimentos analiticos em termos de ‘verde’ ¢
uma ferramenta util para definir o cariter verde dos métodos analiticos e identificar
pontos positivos inerente a aspectos ecoldgicos apresentados por uma nova abordagem,
bem como pontos a serem melhorados. Nesse sentido, foram aplicada trés métricas
analiticas, incluindo Green Analytical Procedure Index (GAPI) (PLOTKA-WASYLKA,
2018) e Analytical Greenness Calculator (AGREE) (PENA-PEREIRA; WOJNOWSKI;
TOBISZEWSKI, 2020) para avaliar o procedimento analitico proposto para determinac¢ao
de compostos fendlicos em vinho. Além disso, a métrica AGREEprep (WOJNOWSKI et
al., 2022) foi utilizada para avaliar especialmente as caracteristicas de preparacdo da
amostra. Em resumo, o GAPI apresenta um pictograma em cores (verde, amarelo e
vermelho) e 0 AGREE e o AGRREprep apresentam adicionalmente uma pontuagao final
(de0al). Em ambos, a avaliacdo € baseada nos 12 principios da Quimica Analitica Verde
(GAC) (GALUSZKA; MIGASZEWSKI; NAMIESNIK, 2013). Os resultados sdo

apresentados na Figura 14.

Figura 14. Resultado da avaliacdo verde da metodologia analitica proposta para
determinagdo de compostos fendlicos em amostras de vinho; A: GAPI, B: AGREE e C:

AGREEprep.

A)

Elaborado pela autora (2024).

A avaliagdo do ‘verde’ indica que a metodologia proposta com DPX seguida por
LC-MS/MS proporciona um excelente carater verde, com destaque para a miniaturizacao

da técnica e zero consumo de energia na extracao, uma vez que nenhuma instrumentagao
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€ necessdaria, pois o procedimento DPX requer apenas uma micropipeta para realizar a
etapa de extragdo/dessor¢cdo. Além disso, destaca-se a minimiza¢cdo dos volumes de
amostra (320 uL) e solvente (200 uL) e da massa da fase de extracdo (20 mg). Outro fator
importante é o tempo necessdrio para o preparo da amostra, no método proposto sao
necessarios em média 5 minutos para o preparo da amostra, o que reduz o tempo do
procedimento analitico e a exposicao do analista. Quanto aos pontos criticos, as principais
penalidades estdo relacionadas ao preparo de amostras ex situ, comum a andlise de
compostos fendlicos em vinho por laboratérios de pesquisa, utilizacdo de acetonitrila e
metanol como solvente de dessorcdo, por outro lado, sdo utilizados apenas 200 uL de
solvente, contribuindo para a redu¢do de residuos. E por fim, o uso de LC-MS/MS implica
um peso negativo na avaliacdo das métricas, uma vez que a técnica necessita de solventes
para compor a fase movel, e maior consumo de energia inerente ao espectrometro de

massas. Porém, deve-se ressaltar que esta técnica € considerada padrio ouro na

determina¢do de compostos fendlicos.

3.3.6 Comparacao com outros métodos da literatura

O método desenvolvido para determinacdo de compostos fendlicos em vinho foi
justaposto a outros métodos encontrados na literatura para 0 mesmo propdsito. A
comparag¢do € mostrada na Tabela 12. Cinco metodologias baseadas em extracdo em fase
liquida foram incluidas na avaliacdo, a saber, extracdo com solvente assistida por
ultrassom de amostras liquidas com membrana porosa (UASE-PMLS) (ROBLES et al.,
2019), microextragdo liquido-liquido dispersiva (DLLME) (YANG et al., 2017),
microextracdo dispersiva liquido-liquido de pares i0nicos baseada na solidificacdo de
uma gota organica flutuante (IP-DLLME-SFO) (LI et al., 2016), e dois métodos por
extracdo liquido-liquido (LLE) (MINUTI; PELLEGRINO; TESEI, 2006; PRAZERES et
al., 2021). Nestes métodos, o volume do solvente variou entre 590 e 12.000 L,
respectivamente, enquanto no método DPX o volume do solvente foi de 200 uL. A
necessidade de realizar a extragdo em diversas etapas, tornando o processo trabalhoso, é
considerada uma desvantagem dos métodos discutidos. No método UASE-PMLS
(ROBLES et al., 2019) e nos métodos por LLE (MINUTI; PELLEGRINO; TESEI, 2006;
PRAZERES et al., 2021) as anélises cromatograficas foram realizadas por cromatografia
gasosa (GC). A GC apresenta boa separagdo dos compostos, no entanto, é necessario
realizar uma etapa de derivatizacdo antes da andlise cromatogrifica. A reacdo de

derivatizacao é normalmente realizada com reagente N,O-
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bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA). Embora este reagente apresente boa
reatividade, seu alto custo de aquisicdo € uma desvantagem. Além disso, a reacdo exige
longos tempos para converter os analitos em seus produtos derivatizados, o que também
¢ considerado uma desvantagem, pois implica diretamente na redugdo da frequéncia
analitica. O método LLE descrito por Prazeres et al., 2021 apresenta uma alternativa de
derivatizacdo utilizando hexametildissilazano como agente silanizante. O menor custo do
reagente € o menor tempo de reacdo sao considerados uma vantagem. Porém, o método
avaliou apenas cinco compostos fendlicos, enquanto o método proposto neste estudo
avaliou doze compostos fendlicos.

Por dltimo, foram abordadas trés metodologias baseadas na extracdo em fase
sOlida, a saber, extracdo em fase solida (SPE) (SILVA et al., 2011), microextragdo por
sorvente embalado (MEPS) (GONCALVES et al., 2013), e microextracdo em fase
sélida (SPME) (VINAS et al., 2009). No SPE e MEPS o material sorvente estd embalado,
enquanto no DPX o material sorvente estd livre dentro da ponteira. Esta configuracdo
permite que além da amostra, ar seja aspirado em sequéncia, promovendo imediatamente
um contato dispersivo entre a amostra e a fase de extragdo, o que torna o processo de
extracdo ripido e eficaz (CARASEK; MORES; HUELSMANN, 2022). O método MEPS
utiliza baixos volumes de amostra e solvente, o que é considerado uma vantagem. Porém,
o método foi dedicado apenas a determinacdo de dcidos fendlicos, ndo incluindo
flavonoides na andlise. O método SPE se destaca pela quantidade de compostos
avaliados. Porém, a extragdo € realizada em diversas etapas, tornando o processo lento e
trabalhoso. Por fim, foi comparado um método por SPME. O método possui baixos
limites de quantificac@o, o que € caracteristico da técnica SPME, devido ao seu alto fator
de enriquecimento. Para esse método, a avaliagdo de apenas quatro flavonoides é uma
limitacdo. Dentre os métodos avaliados, ¢ o método que aplica o maior volume de
amostra, embora solventes organicos nao sido necessarios. Devido a baixa volatilidade
dos analitos, a extracao por SPME deve ser realizada por imersao direta, o que pode
resultar na adsor¢do irreversivel de compostos naturalmente presentes no vinho, como
acidos organicos, coloides, sais minerais e acucares, o que € considerada uma
desvantagem (CAI et al., 2009).

Com base na comparacdo feita com outros métodos, o método de preparo de
amostra por DPX para determinac¢do de compostos fendlicos em vinho se destaca pelo
baixo volume de amostra (320 puL), baixo volume de solvente (200 puL), curto tempo de

preparo de amostra (<5 min), rdpida extracdo promovida pela mistura dispersiva entre
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amostra e fase de extracdo, extracdo em apenas duas etapas (extracdo e dessor¢do),
facilidade de operacdo do dispositivo de extracdo e extracdo simultinea de &cidos

fendlicos e flavonoides.
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Tabela 12. Comparacdo do método DPX e LC-MS/MS com métodos reportados na literatura para determinacdo de compostos fendlicos em vinho

Tempo de Faixa
Volume VYolume .
L. ~ Compostos preparo linear de LOD A
Técnica Instrumentacao il de de 1 Referéncia
fenodlicos de trabalho (mg L)?
amostra  solvente 1
amostra (mg L7)?
DPX LC-MS/MS Flavo‘f‘é’r‘g%sczsa“dos 320uL 200pL  <Smin  0,1a7)5 O(’)O(};‘ Este trabalho
Flavonoides, acidos
UASE- e . 0,016 a (ROBLES et al.,
PMLS GC-MS fenghcos, e 25 ulL 1170 uL 70 min 0,05a 150 5.9 2019)
estilbenos
Flavonoides e acidos . 0,001 a (YANG et al.,
DLLME HPLC fendlicos. 1000 pL 2000 uL >5 min 0,05 a240 0.133 2017)
IP- Aci 51i 0,005 a
DLLME- UHPLC Acidos fendlicos 1000 yI, 590y 18min  0,01a15 ol (LIet al., 2016)
SFO ’
MEPS UHPLC Acidos fenélicos 250 uL 50 uLL N.M. 0,2a40 0,01a0,2 (GOI;C:;&\;EJS et
Flavonoides, acidos 0,006 a (SILVA et al.,
SPE UHPLC fenolicos e estilbeno. 900 uL 3000 pL N.-M. 001280 0,581 2011)

+Os valores apresentados na tabela compreendem a faixa que inclui todos os valores estabelecidos para todos os analitos. UASE-PMLS; Extracao
por solvente assistida por ultrassom de amostras liquidas embaladas em membrana porosa; DLLME: Microextra¢ao Liquido-Liquido Dispersiva;
IP-DLLME-SFO: Microextracdo dispersiva liquido-liquido de pares idnicos baseada na solidificacdo de uma gota organica flutuante; MEPS:
Microextragdo por Sorvente Compactado; SPE: Extracdo em Fase Sélida. N.M.: ndo mencionado; LOD: limite de deteccao.

86



3.4 CONCLUSAO PARCIAL

Um novo método para a determinagdo de doze compostos fendlicos em vinhos,
combinando as técnicas DPX e LC-MS/MS foi otimizado principalmente através de
abordagens multivariadas para maximizar as informagdes extraida dos dados. Isso
resultou em um processo eficiente para estudar as condi¢des ideais do método DPX. O
método desenvolvido oferece excelentes vantagens aos laboratérios analiticos, como
rapida execucdo e efici€éncia de extracdo. Destacam-se as breves etapas de preparo de
amostra, concluidas em menos de 5 minutos, a simplicidade da operacgdo de bancada e o
consumo minimo de solvente orgéanico, apenas 200 puL. Os principais parametros de
meérito foram avaliados, o método demonstrou linearidade satisfatoria com um coeficiente
de correlagdo (R) igual ou superior a 0,9877, baixos limites de quantificacao (0,03-0,24
mg L), precisdes intradia e interdia com variacdes inferiores a 20% e recuperacdes
variando de 84 a 114%. A aplicabilidade do método foi avaliada em vinho tinto comercial
da variedade carménere, de origem chilena. Os compostos majoritdrios determinados na
amostra foram (-)-epicaquina (23,5 mg L, (+)-catequina (19,2 mg L") e miricetina (14,6
mg L!). Os resultados confirmam a utilidade deste método na determinagio de compostos
fendlicos em amostras reais de vinho, proporcionando uma ferramenta eficaz para avaliar
a qualidade dos vinhos em termos de composi¢do fendlica. Além disso, o método
demonstra um forte compromisso com a quimica analitica verde, com pontuacdes
favoraveis nas métricas GAPI, AGREE (pontuacdo 0,61) e AGREEprep (pontuagdo
0,72), especialmente devido ao curto tempo de extracdo e ao baixo consumo de amostras
e solventes. Portanto, recomenda-se a ado¢do deste método de extracdo de compostos
fendlicos em vinhos por DPX por laboratdrios analiticos, equilibrando resultados

precisos, sustentabilidade ambiental e seguranca do analista.
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CAPITULO IV

Determinagdo de compostos
fenolicos em suco de uva por DPX

e HPL.C/DAD
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CAPITULO IV - DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS EM SUCO
DE UVA POR DPX E HPLC/DAD

4.1 INTRODUCAO

O suco de uva é um derivado nao fermentado da uva amplamente consumido no
mundo que possui caracteristicas sensoriais unicas em termos de sabor, aroma e cor
(GULER, 2023). Além do perfil sensorial, o suco de uva apresenta potenciais beneficios
a sadde, em grande parte relacionados a composi¢cdo rica e natural de compostos
fendlicos. Além disso, o suco de uva representa uma opcao para aqueles que buscam uma
alternativa ao vinho, devido a auséncia de dlcool, tornando-o uma escolha adequada para
diversos consumidores (SABRA; NETTICADAN; WIJEKOON, 2021). Como ja
relatado em capitulos anteriores, os efeitos benéficos dos compostos fendlicos na satde,
quando consumidos regularmente, estdo associados principalmente a a¢des antioxidantes,
anti-inflamatdrias e cardioprotetoras (TASHAKKORI; TAGAC; MERDIVAN, 2021).

O perfil fendlico do suco de uva pode ser influenciado por diversos fatores,
relacionados a producdo da uva, incluindo o sistema de cultivo (convencional ou
organico), praticas agricolas, condi¢cdes ambientais, nivel de maturidade e variedade da
uva (GRANATO et al., 2016; HAAS et al., 2016). Fatores relacionados a producio de
bebidas, incluindo condi¢des de processamento, técnicas, tratamentos térmicos, aplicacio
de enzimas, e entre outros, também estdo envolvidos. Durante a elaboracao do suco de
uva, fatores de producdo podem levar diretamente a transferéncia dos compostos
fendlicos da uva para o suco e, consequentemente, afetar a concentracdo e composi¢ao
desses compostos no produto (GULER, 2023).

Neste estudo, os compostos fendlicos avaliados foram flavondis (miricetina,
quercetina e kaempferol), flavandis ((+)-catequina e (-)-epicatequina), &cidos
hidroxicindmicos (4cido clorogénico, acido p-cumdrico e &cido ferdlico) e 4cidos
hidroxibenzdicos (dcido gélico, acido protocateico e 4cido vanilico). As principais
atividades bioativas desses compostos foram relatadas no capitulo anterior, com exce¢ao
para os dcidos gdlico e vanilico, dcidos hidroxibenzdicos conhecidos principalmente
pelos seus efeitos antioxidante, anti-inflamatério, antimicrobiano, potencial antitumoral
e neuroprotetor. Cabe ressaltar, que os efeitos dependem das condi¢des de uso e
concentracdes (DURAZZO et al., 2019).

A composi¢do fendlica do suco de uva € notavelmente complexa, o que ressalta a

importancia de métodos eficazes para a extragcdo e andlise de compostos fendlicos. Essas
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andlises sdo cruciais para avaliar tanto a qualidade do suco de uva quanto os potenciais
beneficios a saide que ele pode oferecer. Frequentemente, as determinagdes de
compostos fendlicos sdo conduzidas através de técnicas como cromatografia liquida
(GOMES et al., 2019; HAAS et al., 2016) e cromatografia gasosa (ROBLES et al., 2019),
ambas acopladas a diferentes tipos de detectores. No entanto, ao realizar essas
determinagdes em suco de uva, diversos fatores precisam ser levados em consideragio,
incluindo a baixa concentracdo dos analitos desejados e a complexidade da matriz da
amostra, rica em agucares, dcidos organicos e minerais. Embora os produtos derivados da
uva tenham sido extensivamente estudados nos ultimos anos, ainda existem poucos
estudos dedicados a resolucdo de problemas com procedimentos analiticos para
determina¢do de compostos fendélicos em suco de uva (KERSH et al., 2023).

Na literatura, existem trabalhos recorrentes que aplicam a abordagem de dilui¢do
seguida por injecdo no instrumento analitico (GRANATO et al., 2016; SERAGLIO et al.,
2016). Contudo, € importante considerar que a dilui¢do pode impedir a detectabilidade de
compostos fendlicos na amostra. Além disso, mesmo com a diluicdo, uma série de
compostos sdo introduzidos no instrumento analitico, e a presenca de compostos com
tempos de reten¢do semelhantes aos dos analitos pode dificultar a identificacdo dos picos
do analito e influenciar negativamente nos parametros analiticos do método,
principalmente linearidade, precisdo e exatidio (MESQUITA et al., 2023). Além dos
parametros de mérito, € importante considerar os cuidados com a coluna cromatogréfica.
Uma analise cromatografica sem preparagdo prévia da amostra permite que uma série de
compostos sejam inseridos na coluna cromatografica, e alguns deles podem ficar
fortemente retidos e acumular-se ao longo da coluna, resultando na deterioragdo da
coluna. Pode haver varios outros problemas, incluindo ma formacao do pico, perda de
resolucado, picos divididos, tempos de retencdo alterados e aumento da pressdo, no caso
de andlise por cromatografia liquida. Devido a esta pratica, é necessdria a troca frequente
de coluna, aumentando os custos de analise (MICHAEL DONG, 2019).

Diante do exposto, o preparo de amostras € um recurso para enriquecer os analitos,
permitindo a detec¢do de compostos fendlicos mesmo em baixas concentracdes, €
eliminar interferentes da matriz antes da determinagdo cromatogrifica. A extragdo
liquida-liquida (LLE) e a extragdo em fase sélida (SPE) sdo técnicas amplamente
utilizadas na preparacdo de amostras liquidas. No entanto, € conhecido que ambas sdo
técnicas trabalhosas, demandam periodos longos de extragdo, e, por vezes, requerem

quantidades moderadas a elevadas de solventes durante o processo de extracido (SAJID;
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PLOTKA-WASYLKA, 2018). Consequentemente, o preparo de amostras permanece
como um dos principais desafios no desenvolvimento de métodos analiticos para a
determina¢do de compostos fendlicos em suco de uva.

Neste estudo, foi proposto o desenvolvimento de um método de preparo de
amostras por extracdo dispersiva em ponteira (DPX) para a extragdo de onze compostos
fendlicos em sucos de uva, seguido por Cromatografia Liquida com detec¢do por arranjos
de diodos (HPLC/DAD). As condi¢des de extragdo foram otimizadas utilizando
delineamentos univariados e multivariados. O método DPX-HPLC/DAD foi validado e
aplicado em trés amostras de suco de uva. Neste estudo, foi proposto o desenvolvimento
de um método analitico com preparo de amostras utilizando a técnica de extracdo
dispersiva em ponteira (DPX) para a extracdo de onze compostos fendlicos presentes em
sucos de uva, seguido por cromatografia liquida com detec¢do por arranjos de diodos
(HPLC/DAD). As condicdes de extracao foram otimizadas por meio de delineamentos
univariados e multivariados. O método DPX-HPLC/DAD foi validado e aplicado a trés
amostras de suco de uva. Métricas verdes foram aplicadas com o objetivo de fornecer
dados relevantes sobre a verdura do método, incluindo GAPI e AGREE. Por fim, o
aspecto verde da etapa de preparo de amostra foi avaliado utilizando a ferramenta
AGREEprep. Semelhante ao método desenvolvido para a determinacdo de compostos
fendlicos em vinho, este método apresenta vantagens significativas, incluindo um tempo

de extracdo reduzido e um menor consumo de amostras e solventes.
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4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Materiais, reagentes e amostras

As ponteiras de extracdo com capacidade de 1 mL, incluindo as fases de extragao:
RP (Reverse Phase, polimero estireno-divinilbenzeno, massa: 20 mg, e tamanho de
particula: 75 ym) e WAX (Weak Anion Exchange, fase de amina secunddria com
estireno-divinilbenzeno, massa: 20 mg e faixas de tamanho de particula: 55-65 um) foram
adquiridas da DPX Technologies (Columbia, EUA).

Os padrdes de compostos fendlicos (4cido galico (=98%), acido protocateico
(>98%), (+)-catequina (>99%), acido clorogénico (=99%), acido vanilico (>97%), (-)-
epicaquina (>97%), acido feralico (=99%), acido p-cumarico (=98%), miricetina (>98%),
quercetina (>95%) e kaempferol (>99%)) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis,
EUA). A solucdo estoque de cada padrdo analitico e a solu¢do da mistura de padrdes,
foram preparadas em solvente metanol e acondicionada ao abrigo da luz em temperatura
de refrigeracao (4 °C). O cloreto de sédio (grau ACS) utilizado para avaliar o efeito salino
foi adquirido da Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Os solventes acetona, metanol, etanol,
acetonitrila com pureza superior a 99,8% foram adquiridos da Merck (Kenilworth, NJ,
EUA). Agua ultrapura (UPW) (18,2 MQ cm™") foi obtida por meio de um sistema de
purificacdo de d4gua Mega Purity (Billerica, MA, EUA).

Amostras de suco de uva integral obtido de uvas americanas (Vitis labrusca),
incluindo suco de uva tinta (variedade Bordd), suco de uva tinta organica (variedade
Bordd e Isabel) e suco de uva branca (variedade Nidgara) foram adquiridas
comercialmente em supermercados locais. As amostras de suco de uva foram filtradas
com um filtro de membrana de PTFE de 0,45 um anteriormente ao procedimento de
extragcdo. O suco de uva tinta de variedade Bord6 foi utilizado na etapa de otimizagao,
validacdo e aplicacdo do método. Os demais sucos foram avaliados durante a etapa de

aplicagdo do método.

4.2.2 Instrumentacao e condicoes cromatograficas

As andlises cromatograficas foram realizadas em um cromatégrafo liquido (1200
Series, Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) equipado com detec¢do de arranjo
de diodos (DAD) de acordo com os métodos descritos por GIUSTI et al., 2017;
PADILHA et al., 2017 e YANG et al.,, 2017a, com modificacdes. A separacdo foi

realizada em uma coluna Cig (150 x 4,6 mm DI, tamanho de particula de 4 pm;
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Phenomenex, EUA). A fase moével foi ajustada para uma vazao de 0,8 mL min! e
consistiu em (A) 0,1% de dcido férmico em dgua e (B) metanol. O programa de gradiente
foi realizado da seguinte forma: 20% B de 0 a 5 min, 20 a 80% de B de 5 a 35 mine 80 a
20% B de 35 a 40 min. O volume de inje¢ao foi de 10 uL e a temperatura da coluna foi
mantida em 30 °C. O comprimento de onda utilizado para detec¢ao e quantificacdo foi
definido em 280 nm (4cido gélico, dcido protocateico, (+)-catequina, dcido vanilico, (-)-
epicatequina e 4cido fertilico), 320 nm (4cido clorogénico e dcido p-cumdrico) e 360 nm
(miricetina, quercetina e kaempferol). A identificacdo dos tempos de retencao de cada
composto foi determinada pela injecio dos padrdes individuais. A separacdo
cromatogréfica foi avaliada usando uma mistura de padrdes (10 mg L™!) contendo onze
compostos fendlicos. O software OpenLab® foi usado para processar os resultados

cromatograficos.

4.2.3 Delineamento experimental

A extragdo de onze compostos fendlicos em suco de uva foi realizada através da
técnica de extracdo dispersiva em ponteira (DPX). Inicialmente, uma aliquota de 3200
pL de amostra de suco de uva diluida em dgua ultrapura (1:20) com pH 2,0 foi fracionada
em 4 aliquotas de 800 pL. Uma ponteira DPX com capacidade de 1 mL, contendo 20 mg
da fase extratora (DPX-RP) foi utilizada. As etapas do procedimento de preparo de
amostra por DPX sdo descritas abaixo:

1) Condicionamento: O condicionamento da fase extratora foi realizado com

800 puL de 4gua ultrapura.

ii) Extracdo: A extracdo foi realizada com 5 ciclos (aspiracio e dispensacgao)

de 10 s em cada aliquota de 800 uL de amostra.
1i1) Limpeza: A limpeza da fase extratora foi realizada com 800 puL de dgua
ultrapura em 1 ciclo de 10 s.

iv) Dessor¢do: A dessorcao foi realizada com 200 uL de acetonitrila em 2
ciclos de 10 s.

Apds o procedimento de preparo de amostra por DPX, o extrato obtido foi

armazenado até o momento da andlise cromatografica.

4.2.4 Otimizacao do método

A otimiza¢do do método proposto foi realizada em solugdo de suco de uva tinta

comercial e dgua ultrapura enriquecida com padrdes analiticos de compostos fendlicos (5
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mg L1). Para realizar a otimizacdo, o processo foi dividido em quatro etapas que serdo
descritas nos topicos a seguir. Os tratamentos estatisticos foram realizados nos softwares

Statsoft Statistica 8.0 (Statsoft, EUA) e Microsoft Excel® 365 (EUA).

4.2.4.1 Etapa 1

Inicialmente, o procedimento DPX foi avaliado em suco de uva tinta diluido em
trés proporg¢des, a saber, 1:1, 1:10 e 1:20 (suco de uva tinta e 4gua ultrapura). Os ensaios
foram realizados em triplicata (n=3), e os resultados foram avaliados estatisticamente por
andlise de variancia (ANOVA) e post hoc de teste de Tukey. Os resultados foram
expressos como a média geométrica das dreas dos picos cromatogrificos de onze

compostos fendlicos.

4.2.4.2 Etapa 11

A fase de extracdo e o solvente de dessor¢do foram otimizados. A fase de extracao
foi otimizada por meio de um projeto univariado, onde foram avaliadas a eficiéncia de
extracdo de duas fases de extracio disponiveis comercialmente, incluindo DPX-RP (fase
reversa - polimero estireno-divinilbenzeno) e DPX-WAX (troca anionica fraca - fase de
amina secundéria com estireno-divinilbenzeno). Os ensaios foram realizados em triplicata
(n=3) e os resultados foram avaliados estatisticamente por andlise de variancia
(ANOVA). O solvente de dessor¢do foi otimizado através de planejamento de misturas
de superficie ternaria Simplex Lattice. Os solventes estudados foram metanol, acetonitrila
e etanol. A matriz de planejamento estd descrita na Tabela 13. Os resultados foram
expressos como a média geométrica das dreas dos picos cromatograficos de onze

compostos fendlicos.
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Tabela 13. Matriz de planejamento de misturas de superficie ternaria Simplex Lattice para
escolha do solvente de dessor¢do do método por DPX para extracdo de compostos

fendlicos em suco de uva.

Experimento/Solvente Metanol Acetonitrila Etanol
1 1,00 0,00 0,00
2 0,00 1,00 0,00
3 0,00 0,00 1,00
4 0,50 0,50 0,00
5 0,50 0,00 0,50
6 0,00 0,50 0,50
7 0,33 0,33 0,33
8 0,33 0,33 0,33
9 0,33 0,33 0,33
4.2.4.3 Etapa 111

Um planejamento fatorial fracionério (FFD) 27 foi realizado para selecionar as
varidveis que afetam significativamente o processo de extragdo de compostos fendlicos
em suco de uva por DPX. As varidveis e seus respectivos niveis foram: volume de amostra
(0,8 e 3,2 mL), tempo de extracdo (10 e 40 s), ciclos de extracdo (2 e 6), adi¢ao de sal (0
e 20 % (m/v) de NaCl), tempo de dessor¢ao (10 e 40 s), ciclos de dessorcao (2 e 6) e pH
(2 e 6). A matriz de planejamento estd descrita na Tabela 14. Os resultados foram
expressos como a média geométrica das dreas dos picos cromatograficos de onze

compostos fenodlicos.
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Tabela 14. Matriz de planejamento fatorial 27 do método por DPX para extracio de

compostos fendlicos em suco de uva. A — Volume de amostra (mL), B - Tempo de

extracdo (s), C — Ciclos de extracdo, D — Concentracdo de sal (% [m/v] de NaCl), E —

Tempo de dessor¢do (s), F — Ciclos de dessor¢do e G — pH.

Experimento/Parametro A B C D E F G
1 0,8 10,0 2,0 0,0 10,0 2,0 2,0
2 3,2 10,0 2,0 0,0 40,0 2,0 6,0
3 0,8 40,0 2,0 0,0 40,0 4,0 2,0
4 3,2 40,0 2,0 0,0 10,0 4,0 6,0
5 0,8 10,0 4,0 0,0 40,0 4,0 6,0
6 3,2 10,0 4,0 0,0 10,0 4,0 2,0
7 0,8 40,0 4,0 0,0 10,0 2,0 6,0
8 3,2 40,0 4,0 0,0 40,0 2,0 2,0
9 0,8 10,0 2,0 20,0 10,0 4,0 6,0
10 3,2 10,0 2,0 20,0 40,0 4,0 2,0
11 0,8 40,0 2,0 20,0 40,0 2,0 6,0
12 3,2 40,0 2,0 20,0 10,0 2,0 2,0
13 0,8 10,0 4,0 20,0 40,0 2,0 2,0
14 3,2 10,0 4,0 20,0 10,0 2,0 6,0
15 0,8 40,0 4,0 20,0 10,0 4,0 2,0
16 3,2 40,0 4,0 20,0 40,0 4,0 6,0
4.2.4.4 Etapa IV

ApOs a etapa 3 realizada como etapa de triagem, os parametros que influenciaram

significativamente a extragcdo, incluindo pH, volume da amostra e ciclos de extracdo

foram otimizados por meio de um projeto composto central (Tabela 15). Os resultados

foram expressos como a média geométrica das dareas dos picos cromatograficos de onze

compostos fenodlicos.
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Tabela 15. Matriz do projeto composto central para otimizacdo do volume de amostra,

pH, e ciclos de extracdo do método por DPX para extracao de compostos fendlicos em

suco de uva.
Experimento/ Volume de
pH Ciclos de extracao
Parametros amostra (mL)
1 1,6 2,0 2,0
2 1,6 2,0 6,0
3 1,6 6,0 2,0
4 1,6 6,0 6,0
5 4.8 2,0 2,0
6 4.8 2,0 6,0
7 4.8 6,0 2,0
8 4.8 6,0 6,0
9 0,5 4,0 4,0
10 5,9 4,0 4,0
11 3,2 0,6 4,0
12 3,2 7,4 4,0
13 3,2 4,0 1,0
14 3,2 4,0 7,0
15 3,2 4,0 4,0
16 3,2 4,0 4,0
17 3,2 4,0 4,0

4.2.5 Parametros analiticos de mérito

As figuras analiticas de mérito foram obtidas através de curvas de calibracao
externa em dgua ultrapura. As solucdes de calibracdo foram preparadas adicionando
padrdes analiticos de onze compostos fendlicos (4cido gélico, 4cido protocateico, (+)-
catequina, 4cido clorogénico, dcido vanilico, (-)-epicatequina, acido fertlico, acido p-
cumadrico, miricetina, quercetina e kaempferol) a 4gua ultrapura em concentracoes entre
0,1 e 10 mg L'. A extracdo dos analitos foi realizada em triplicata (n=3), usando
condi¢cdes otimizadas seguidas de andlise por HPLC/DAD para identificacdo e
quantificagdo dos analitos. Os resultados foram avaliados individualmente, para cada

analito, sendo avaliada a drea do pico cromatografico correspondente.
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Os parametros avaliados na etapa de avaliagdo do desempenho do método foram:
coeficiente de correlagdo linear (R), limite de quantificacao (LOQ), limite de deteccdo
(LOD), exatidao, precisdes intradia e interdia e efeito de matriz. O LOD foi calculado
usando 3 vezes o desvio padrao da menor concentra¢do da curva de calibrag¢do dividido
pela inclinag¢ao da curva de calibracdo, e o LOQ foi calculado como 3,3 vezes o LOD. A
exatiddo do método foi estimada usando ensaios de recuperacgdo relativa em trés niveis de
concentracdo. A precisdo foi calculada com base no desvio padrdo relativo dos testes
intradia e interdia, e os valores foram considerados aceitaveis quando inferiores a 20%
(AOAC, 2016). A precisao foi avaliada em trés niveis de concentracao.

A avaliacao do efeito de matriz (EM) foi realizada através da construcao de curva
de calibracdo com solucdes de suco de uva e dgua ultrapura (1:20) enriquecidos com
padrdes analiticos de onze compostos fenélicos em concentragdes entre 0,1 e 10 mg L.
O efeito da matriz foi avaliado comparando os coeficientes angulares (s) das curvas de
calibracdo com a matriz correspondente e as curvas de calibragcdo em dgua ultrapura
utilizando a Equagdo 1, de acordo com método descrito por (AGUIAR JUNIOR;
SANTOS; FARIA, 2020).

%EM = (Ss”;‘;:f - 1) x 100 (1)
4.2.5.1 Robustez

A andlise de robustez foi realizada para garantir a qualidade do método
desenvolvido, de modo a avaliar a capacidade do método em nao ser afetado por pequenas
variacdes nos parametros de execucdo. Para isso, o teste de robustez do método foi
conduzido por meio de um planejamento fatorial fraciondrio de acordo com a Abordagem
de Youden (KARAGEORGOU; SAMANIDOU, 2014; YOUDEN, 1972; YOUDEN;
STEINER, 1975). A matriz com as combinacdes de pardmetros e seus niveis €
apresentada na Tabela 16. Os parametros avaliados foram dilui¢do da amostra, pH da
amostra, volume da amostra, ciclos de extracdo e volume do solvente de dessorcdo
inerentes ao preparo da amostra, e porcentagem de dcido férmico na fase mével e
temperatura da coluna inerentes ao método cromatografico. O teste foi realizado em dois
niveis proximais aos niveis estabelecidos de cada parametro, com valores variando em

niveis ligeiramente inferiores e superiores ao valor estabelecido.
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Tabela 16. Matriz de planejamento para avaliagdao da robustez do método por DPX para
extracdo de compostos fendlicos em suco de uva. A — Dilui¢do da amostra, B — pH, C —
Volume da amostra (mL), D — Ciclos de extra¢do, E — Volume de solvente (uL), F —

Acido férmico (%) e G — Temperatura da coluna (°C).

Experimento/
B C D E F G
Parametro

1 1:18 1,5 3,18 21 220 0,08 28
2 1:22 1,5 3,18 19 180 0,08 32
3 1:18 2,5 3,18 19 220 0,12 32
4 1:22 2,5 3,18 21 180 0,12 28
5 1:18 1,5 3,22 21 180 0,12 32
6 1:22 1,5 3,22 19 220 0,12 28
7 1:18 2,5 3,22 19 180 0,08 28
8 1:22 2,5 3,22 21 220 0,08 32

4.2.6 Limpeza e reuso do material sorvente

Com o objetivo de reutilizar as ponteiras em extragdes subsequentes, foi realizado
um estudo de limpeza e reuso do material sorvente. O estudo de limpeza foi conduzido a
partir de ponteiras previamente aplicadas na extracdo de compostos fendlicos em suco de
uva. A ap6és completar o processo de extracdo por DPX a ponteira foi limpa seguindo o
seguinte procedimento de limpeza: 1 ciclo de limpeza com 200 puL de acetonitrila
(solvente de dessor¢do) e 1 ciclo de limpeza com 1000 pL de metanol. A aliquota de 200
puL de acetonitrila foi avaliada por HPLC/DAD. Para garantir a limpeza eficiente do
material sorvente, foi realizado um estudo onde repetiu-se cinco vezes o procedimento de
limpeza, coletando a aliquota de acetonitrila para andlise por HPLC/DAD. A eficiéncia
da limpeza foi avaliada através da auséncia de sinal cromatogréfico para todos os analitos.

Para o estudo de reuso do material sorvente, inicialmente, uma ponteira nova foi
utilizada para realizar a primeira extragdo do estudo. Ao fim de cada de extracdo, o
material sorvente foi limpo de acordo com os resultados estabelecidos na etapa de
avaliacdo da limpeza do material sorvente. Em sequéncia, novas extracdes foram
realizadas até que 5 extracdes fossem concluidas em uma unica ponteira. Por fim, os
extratos obtidos foram submetidos a andlise instrumental por HPLC/DAD e a eficiéncia

de extracdo do material sorvente foi considerada aceitdvel com varia¢cdes menores que
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20% para a média geométrica dos analitos quando comparados a resposta obtida na

primeira extracdo aplicando uma ponteira nova. O estudo foi realizado em triplicata.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.3.1 Analise cromatografica

Um método cromatogréfico baseado nos métodos descritos por GIUSTI et al.,
2017; PADILHA et al., 2017 e YANG et al., 2017a foi incluido com modificacdes em
um cromatdgrafo liquido equipado com detec¢do de arranjo de diodos (DAD). A
separacdo cromatografica dos analitos foi avaliada utilizando uma solug@o contendo os
onze analitos de trabalho na concentracdo de 10 mg L!. As condi¢des instrumentais estio
descritas na secao 4.2 item 4.2.2. A Figura 15 apresenta os cromatogramas obtidos nas
faixas monitoradas, incluindo 280, 320 e 360 nm. A condi¢do de separacdo foi
desenvolvida com modificagdes, variando o gradiente de elui¢do, temperatura da coluna

e vazdo da fase movel.
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Figura 15. Cromatogramas de onze compostos fendlicos por HPLC/DAD. 1) Acido
gélico (4,37 min); 2) Acido protocateico (7,78 min); 3) (+)-Catequina (10,75 min); 4)
Acido clorogénico (13,07 min); 5) Acido vanilico (13,74 min); 6) (-)-Epicaquina (14,73
min); 7) Acido ferilico (18,38 min); 8) Acido p-cumadrico (18,98 min); 9) Miricetina
(24,69 min); 10) Quercetina (27,96 min) e 11) Kaempferol (30,74 min).
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Elaborado pela autora (2024).

102



A utiliza¢do de um detector menos seletivo que MS/MS resultou em um método
de separacdo mais longo. No entanto, cabe destacar que a detec¢@o por arranjo de diodos
proporciona um dispositivo mais economicamente acessivel, especialmente para
laboratérios com orcamentos restritos. Além disso, essa abordagem se destaca pela
simplicidade operacional e pelos custos reduzidos de manutencdo. Ao analisar os
cromatogramas apresentados na Figura 15, € possivel afirmar que a separacdo foi
satisfatoria. Portanto, optou-se pelo método HPLC/DAD no desenvolvimento do
procedimento de preparo de amostras para a determinag¢do de compostos fendlicos em

sucos, utilizando DPX como sistema de extracao.

4.3.2 Otimizacao do método
4.3.2.1 Etapa 1

4.3.2.1.1 Diluicao da amostra

O suco de uva possui uma composicao heterogénea caracterizada pela variedade
de classes de compostos organicos e inorganicos (KERSH et al., 2023) que podem
influenciar a efici€ncia de extracdo dos compostos alvos. Portanto, o procedimento DPX
foi inicialmente avaliado em amostras de suco de uva diluidas em trés proporcoes,
incluindo 1:1, 1:10 e 1:20 (suco de uva e dgua ultrapura). O estudo foi realizado através
de planejamento univariado realizado em solugdes de suco de uva comercial e dgua
ultrapura em diferentes diluicdes. A DPX-RP foi utilizada como fase de extragdo. O
volume de amostra foi 800 uL em pH 3,0. Os ciclos e tempo de extracdo foram 5 ciclos
de 10 s cada. 1 ciclo de limpeza de 10 s com 800 puL de dgua ultrapura. E os ciclos, tempo
e solvente de dessorc¢do foram 2 ciclos de 10 s cada com 200 puL de solvente metanol.
Essas condi¢des foram pré-fixadas inicialmente, e ao longo do desenvolvimento do
método de preparo de amostra foram otimizadas com base na melhor resposta analitica
considerando uma frequéncia analitica aprecidvel. A Figura 16 mostra o grafico de barras

obtido.
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Figura 16. Grafico de barras obtido na otimizac¢ao da diluicdo da amostra para o método
de extracdo de compostos fendlicos em suco de uva. Os resultados estdo expressos por

meio da média geométrica da drea dos picos de onze compostos fendlicos.
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Elaborado pela autora (2024).

Os resultados da otimizac¢do da diluicao foram expressos pela média geométrica
das areas dos picos dos onze analitos. A andlise estatistica foi realizada por andlise de
variancia (ANOVA) e teste post hoc de Tukey. De acordo com os resultados, a maior
eficiéncia de extragdo foi alcancada com a amostra diluida em 20 vezes com resultados
estatisticamente diferentes (p<0,05) das demais condi¢Oes, conforme analise de variancia
(ANOVA). Além disso, o teste post hoc de Tukey indica que a diluicdo 1:20 apresenta
resultados estatisticamente diferentes (p<0,05) das diluicdes 1:1 e 1:10. O resultado
obtido pode ser atribuido a maior disponibilidade dos analitos para serem extraidos em
maior diluicdo, uma vez que a concentracdo de compostos majoritarios como acidos
organico e acucares sao reduzidos. Portanto, a diluicdo de 20 vezes foi selecionada como

condi¢do para o desenvolvimento do método.

4.3.2.2 Etapa 1l

4.3.2.2.1 Fase extratora

O desempenho de extracdo de onze compostos fendlicos foi avaliado com duas
fases extratoras comerciais, incluindo DPX-RP e DPX-WAX. No estudo de

desenvolvimento de método de extracdo de compostos fendlicos em suco de uva nao fora

104


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/analysis-of-variance
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/analysis-of-variance

considerado a fase DPX-Cig, de acordo com os resultados apresentados e discutidos no
desenvolvimento do método de extracdo de compostos fendlicos para vinho, capitulo 3,
secdo 3.3, subsecdo 3.3.2, item 3.3.2.1. O estudo foi realizado através de planejamento
univariado realizado em soluc¢des de suco de uva comercial e dgua ultrapura (1:20). O
volume de amostra foi 800 uLL em pH 3,0. Os ciclos e tempo de extracao foram 5 ciclos
de 10 s cada. 1 ciclo de limpeza de 10 s com 800 puL de dgua ultrapura. E os ciclos, tempo
e solvente de dessor¢do foram 2 ciclos de 10 s cada com 200 pL de solvente metanol. A

Figura 17 apresenta o gréfico de barras obtido para otimizacdo da fase de extracdo.

Figura 17. Gréfico de barras obtido na otimizagao da fase de extracdo do método para
extracdo de compostos fenolicos em suco de uva. Os resultados estdo expressos por meio

da média geométrica da drea dos picos de onze compostos fendlicos.
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Elaborado pela autora (2024).

Os resultados da otimizagdo da fase extratora foram expressos pela média
geométrica das dreas dos picos dos onze analitos. Os resultados indicam que a maior
eficiéncia de extracdo foi alcancada com o DPX-RP com resultados estatisticamente
diferentes (p<0,05) de acordo com o teste t de Student. O desempenho na extracdo de
analitos estd ligado a capacidade da fase de extracdo interagir seletivamente com os
compostos alvo. Em ambas as fases de extracdo avaliadas, os analitos podem interagir
através de interagdes m-m. Além disso, DPX-WAX pode interagir através de ligacdes de
hidrogénio. Porém, a diferenca entre as fases ndo promoveu aumento na eficiéncia de
extracdo. Portanto, a DPX-RP foi escolhida como fase de extracdo para o
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desenvolvimento do método de extra¢do para determinacdo de compostos fendlicos em

suco de uva.

4.3.2.2.2 Solvente de dessor¢ao

Os solventes metanol, acetonitrila e etanol foram avaliados como solvente de
dessorcao dos analitos. A otimizacdo foi realizada por meio de um planejamento Simplex
Lattice, a matriz decodificada estd apresentada na Tabela 13, secdo 4.2 As andlises foram
realizadas em solugdes de suco de uva comercial e dgua ultrapura (1:20). O volume de
amostra foi 800 uL em pH 3,0. Os ciclos e tempo de extracao foram 5 ciclos de 10 s cada.
1 ciclo de limpeza de 10 s com 800 puL de dgua ultrapura. E os ciclos, tempo e solvente
de dessor¢do foram 2 ciclos de 10 s cada com 200 puL de solvente. A Figura 18 apresenta

o resultado obtido.

Figura 18. Grifico de contorno obtido do planejamento Simplex Lattice na otimizagao
do solvente de extracao do método para extracao de compostos fendlicos em suco de uva.
Os resultados estdo expressos por meio da média geométrica da area dos picos de onze

analitos.
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Elaborado pela autora (2024).

O gréfico de contorno (Figura 18) foi obtido através de um modelo matematico

quadritico com R? de 0,9757, e indica uma tendéncia de resposta maxima aplicando
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acetonitrila em maior propor¢do. Dada a melhor resposta, o acetonitrila foi escolhida
como solvente de dessor¢cdo. Nesta etapa, o solvente deve ser capaz de quebrar a interagdao
analito/fase de extragcdo. Os resultados observados podem ser atribuidos ao cardter menos
polar do acetonitrila em comparag¢io ao metanol e ao etanol. Esta caracteristica corrobora
a polaridade da fase de extracdo. Isto significa que ao usar acetonitrila, a polaridade do
solvente e da fase de extracdo sdo similares e, portanto, a for¢a do solvente acetonitrila é

maior do que outros solventes.

4.3.2.3 Etapa 111

4.3.2.3.1 Planejamento fatorial fraciondrio

Os principais parametros de extracao que podem apresentar influéncia estatistica
significativa sobre a efici€ncia de extracdo em métodos com DPX foram avaliados através
de um planejamento fatorial fraciondrio, que avaliou sete parametros, incluindo volume
da amostra, tempo de extracdo, ciclos de extracdo, concentracdo de sal, tempo de
dessorcao, ciclos de dessor¢do e pH. Como mencionado no capitulo anterior, através de
planejamentos fatoriais € possivel obter boas estimativas quanto a influéncia significativa
dos parametros envolvidos na metodologia proposta, além de avaliar qual a faixa de
trabalho mais adequada para os parametros. O principal objetivo dessa etapa € selecionar
apenas os parametros que apresentem alguma influéncia significativa sobre o método para
serem otimizados posteriormente. No método de otimizacdo proposto, inicialmente foi
realizado um planejamento fatorial fraciondrio 2”3, a matriz decodificada estd
apresentada na Tabela 14, secdo 4.2. A Figura 19 apresenta o grafico de Pareto obtido

com os efeitos principais.
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Figura 19: Grifico de Pareto obtido através do planejamento fatorial fraciondrio 27 para
avaliacdo dos parametros estatisticamente significativos na extracdo de compostos

fendlicos em suco de uva.
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Elaborado pela autora (2024).

De acordo com os resultados, ao avaliar a influéncia individual dos pardmetros, o
volume de amostra, pH da amostra e ciclos de extracdo t€ém influéncia significativa na
extracdo dos analitos. H4 uma tendéncia de aumento da resposta analitica utilizando
volumes de amostra proximos ao nivel alto avaliado (3200 uL) e pH da amostra pr6ximo
ao nivel baixo avaliado (pH 2). Esses resultados orientaram a préxima otimizacdo, onde
optou-se por otimizar esses trés parametros através de um planejamento composto central.
Os demais parametros ndo tiveram influéncia significativa na extracdo de compostos
fendlicos, por isso foram estabelecidas condi¢des compromisso considerando a tendéncia
de resposta apresentada no grafico de pareto. O tempo e os ciclos de dessor¢ao foram
fixados em 2 ciclos de 10 s, e o tempo de extracdo foi fixado em 10 s. O resultado para o
tempo de extracdo corrobora a proposta de extracdo rapida apresentada pela técnica DPX.
Ressalta-se que durante a aspiracdo da amostra, o ar € aspirado em sequéncia, € como

resultado, formam-se pequenas bolhas com grande drea superficial, e estas promovem
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uma mistura dispersiva entre a amostra e a fase de extracdo, resultando em um curto

tempo de extracdo (TURAZZI et al., 2019).

4.3.2.4 Etapa IV

4.3.2.4.1 Volume de amostra, cliclos de extracdo e pH

O volume de amostra, ciclos de extracdo e pH da amostra foram otimizados
através de um planejamento do composto central, a matriz decodificada estd apresentada
na Tabela 15, secdo 4.2. As andlises foram realizadas em solugdes de suco de uva
comercial e dgua ultrapura (1:20). O tempo de extracdo foi de 10 s por ciclo. 1 ciclo de
limpeza de 10 s com 800 puL de dgua ultrapura. Os ciclos, tempo e solvente de dessor¢cao
foram 2 ciclos de 10 s cada com 200 pL de solvente metanol. A Figura 20 apresenta as
superficies de resposta obtidas através de um modelo matematico quadratico com R? de
0,9679. De acordo com a ANOVA, todos os parametros tiveram influéncia significativa
na extragcdo. Os graficos de contorno indicam que o volume da amostra e o nimero de
ciclos de extracdo apresentaram uma tendéncia crescente na resposta analitica em dire¢do
aos niveis maximos avaliados (Volume: 4800 pL e ciclos de extragdo: 6). Além da
resposta observada, € importante considerar a frequéncia analitica do método
desenvolvido, por isso optou-se por utilizar um volume de 3200 uL. da amostra, ou seja,
4 aliquotas de 800 puL, e realizar 5 ciclos de extragdo em cada aliquota, totalizando 20
ciclos de extracdo (5 ciclos multiplicados por 4 aliquotas de amostra). Em relacdo ao pH,
os resultados apresentados indicam tendéncia de aumento da resposta analitica em valores
préximos ao menor nivel avaliado (pH 2). Portanto, pH 2 foi selecionado como condi¢do
de extracdo. Este resultado indica que os analitos sdo preferencialmente extraidos na sua

forma neutra, principalmente, uma vez que todos os analitos possuem pKa superior a 3,3.
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Figura 20. Superficies de respostas do planejamento Composto Central para otimizagao

do volume de amostra, ciclos de extracdo e pH no método de extracdo de compostos
fendlicos em suco de uva.
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Elaborado pela autora (2024).

4.3.2.5 Condigoes otimizadas do método

Em conclusao das otimizacdes, as condi¢des estabelecidas de acordo com ensaios
de otimizacdo realizados inicialmente foram DPX-RP como fase extratora e 200 uL de
acetonitrila como solvente de dessorcao dos analitos. O volume do solvente de dessor¢cao
ndo foi otimizado, mas sim pré-fixado em 200 pL, por ser o menor volume de dessor¢ao
capaz de cobrir toda a fase extratora no interior da ponteira. Esse volume contribui com
a pré-concentracdo dos analitos e com um menor volume de solvente organico necessario.
Seguidamente, o planejamento fatorial fraciondrio indicou que o volume de amostra,

ciclos de extracdo e pH da amostra apresentaram influéncia estatisticamente significativa
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no procedimento de extracdo de compostos fendlicos em suco de uva, os demais
parametros avaliados foram fixados em condi¢des compromisso. Com isso, apds o estudo
de otimizacdo, os valores determinados foram volume de amostra em 3200 uL. com pH
em 2,0. Extracdo em 5 ciclos de 10 s cada para cada aliquota, totalizando 20 ciclos de
extracdo ao todo. E dessor¢do, 2 ciclos de 10 s cada com 200 puL de solvente. Dessa forma,

0 tempo necessdrio para realizar o preparo de amostra foi inferior a 5 min.

4.3.3 Parametros analiticos

Os parametros analiticos avaliados por meio da curva analitica estdo apresentados
na Tabela 17 Os coeficientes de correlagdo apresentaram valores maiores ou iguais a
0,9809 o que indica boa correlacdo linear em todo a faixa linear de trabalho para todos os
analitos. Os limites de deteccdo (LOD) variaram de 0,01 a 0,09 mg L! e os limites de
quantificagdo (LOQ) variaram de 0,03 a 0,30 mg L-'. O LOD foi calculado usando 3 vezes
o desvio padrao da menor concentracdo da curva de calibragdo dividido pela inclinag¢do

da curva de calibragdo, e o LOQ foi calculado como 3,3 vezes o LOD.
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Tabela 17. Faixa linear de trabalho, equacdo linear, coeficiente de correlacdo, limite de deteccdo e limite de quantificacdo de onze compostos

fendlicos.
Analito Faixa linear de trabalho (mg L) Equacao linear R LOD mgL!) LOQ (mgL?)
Acido galico 0,25-7,5 y=48,7x - 1,1 0,9981 0,09 0,30
Acido protocateico 0,25-7,5 y=210,8x — 32,8 0,9982 0,09 0,30
(+)-Catequina 0,25-7,5 y=163,9x — 48,9 0,9954 0,09 0,30
Acido clorogénico 0,25-7,5 y=389,8x — 205 0,9935 0,01 0,03
Acido vanilico 0,25-7,5 y=525,8x — 178,2 0,9928 0,01 0,03
(-)-Epicatequina 0,25-7,5 y=202,9x — 70,3 0,9809 0,09 0,30
Acido ferilico 0,10-10,0 y=1623,1x — 172,3 0,9978 0,02 0,06
Acido p-cumarico 0,10-10,0 y=1593,8x — 81,5 0,9956 0,03 0,10
Miricetina 0,10-10,0 y=671,1x — 80,1 0,9971 0,01 0,03
Quercetina 0,10-10,0 y=1593,8x — 81,5 0,9955 0,01 0,03
Kaempferol 0,10-10,0 Y=547x — 61,2 0,9993 0,02 0,06
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O efeito matriz (EM) foi calculado considerando os coeficientes angulares das
curvas de calibracdo dos onze compostos fendlicos em solucdes de suco de uva e dgua
ultrapura (1:20) e em solucdes aquosas. De acordo com a Equagao 1, as porcentagens de
efeito de matriz sdo -4,4% para 4cido gélico, -11,6% para 4cido protocateico, -15,4% para
(+)-catequina, 13,0% para 4cido clorogénico, -18,3% para acido vanilico, 14,7% para (-
)-epicatequina, 2,2% para 4cido ferdlico, 0,9% para acido p-cumdrico, 1,6% para
miricetina, -5,4% para quercetina e 9,7% para kaempferol. Os valores de EM variaram de
-18,3% para acido vanilico a 14,7% para (-)-epicatequina. Quanto mais distante o
percentual estiver de zero (0%), maior serd o efeito de matriz, sendo aceitdvel uma
variacdo de até 20%, portanto, de acordo com os resultados avaliados, € possivel concluir
que ndo hi efeito de matriz, por isso, foram preparadas curvas analiticas em solucdes
aquosas. Apesar da complexidade da amostra, esse resultado pode ser atrelado ao fator de
diluicao empregado, diminuindo assim o efeito de compostos interferentes.

Os ensaios de precisdo e exatidao foram realizados em solugdes de suco de uva e
dgua ultrapura (1:20), os resultados estdo descritos na Tabela 18. A precisdo intradia
(n=3) e a precisdo interdia (n=9) foram avaliadas em trés niveis de concentracdo. Os
resultados foram expressos pelo desvio padrdo relativo (DPR %) da resposta analitica da
extracdo realizada em triplicata para cada nivel de concentracdo. A precisdo intradia
apresentou valores entre 0,2 e 17,5%, e a precisao interdia apresentou valores de 0,7 e
19,6%. A exatidao do método foi estimada usando ensaios de recuperacdo relativa em
trés niveis de concentragdo. Os resultados variaram entre 81 e 120%. Os resultados de
precisdao e exatidao sdo considerados satisfatorios segundo as diretrizes da AOAC

(AOAC, 2016).
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Tabela 18. Precisdo intradia e interdia e recuperacao relativa obtida em solugdes de suco

de uva e dgua ultrapura (1:20).

Nivel de Precisio  Precisao Recuperacao
Analito fortificacdo intradia  interdia relativa (%)

(mg L) (%)n=3 (%) n=9 n=3
Acido galico 0,5 7.0 19,0 88
2,5 17,5 11,1 106

7,5 6,9 8,8 111

Acido protocateico 0,5 7.4 17,1 120
2,5 10,9 11,0 81

7,5 6,0 13,3 92

(+)-Catequina 0,5 12,1 11,7 108
2,5 15,6 34 98
7,5 7,6 9,7 81

Acido clorogénico 0,5 2,8 8,6 94
2,5 9,2 15,5 112
7,5 34 3,5 86
Acido vanilico 0,5 1,3 0,7 95
2,5 7,7 10,1 80
7,5 6,5 19,6 81

(-)-Epicatequina 0,5 3,6 34 118
2,5 11,5 0,7 92
7,5 7,1 18,3 86

Acido fertlico 0,5 0,4 6,0 116
2,5 5,1 8,8 84

7,5 5,2 9,8 90
Acido p-cumarico 0,5 0,3 19,9 99
2,5 4,2 2,6 81
7,5 5,1 12,0 87

Miricetina 0,5 0,2 5,5 114
2,5 3,5 9,5 94
7,5 4,4 9,8 84

Quercetina 0,5 0,2 4,0 119
2,5 3,0 7,9 97
7,5 0,7 14,1 93

Kaempferol 0,5 1,5 3,9 114
2,5 1,4 9,0 98

7,5 0,3 11,8 102

4.3.3.1 Robustez

A andlise de robustez foi realizada para garantir a qualidade do método
desenvolvido, de modo a avaliar a capacidade do método em nao ser afetado por pequenas

variacdes nos parametros de execucdo. Para isso, o teste de robustez do método foi
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conduzido por meio de um planejamento fatorial fraciondrio de acordo com a abordagem
de Youden (KARAGEORGOU; SAMANIDOU, 2014; YOUDEN, 1972; YOUDEN;
STEINER, 1975). A matriz com as combina¢gdes de pardmetros e seus niveis ¢é
apresentada na Tabela 16, secdo 4.2 Os parametros avaliados foram dilui¢do da amostra,
pH, volume da amostra, ciclos de extragdo, volume do solvente de dessorcdo,
porcentagem de 4cido férmico na fase movel e temperatura da coluna. A partir dos dados
gerados, foi construido um gréfico de Lenth’s (Figura 21), onde sdo mostrados os efeitos

das sete varidveis relativas a margem de erro (ME) e margem de erro simultanea (SME).

Figura 21. Grafico de Lenth’s para avaliagdao da robustez do método de extragdo de
compostos fendlicos em suco de uva. A — Dilui¢cdo da amostra, B — pH, C — Volume da
amostra (mL), D — Ciclos de extragio, E — Volume de solvente (uL), F — Acido férmico

(%) e G — Temperatura da coluna (°C).
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Elaborado pela autora (2024).

A primeira linha, referente 8 ME, relaciona a varia¢do dos resultados inerente a
avaliacdo dos parametros individualmente. Enquanto a segunda linha, referente a SME,
relaciona a variagdo dos resultados inerente a interacdo entre os parametros. Portanto,
respostas que nao ultrapassam as linhas indicam que os efeitos dos parametros nao
apresentam efeitos significativos sob a robustez do método. Diante do exposto, o método
desenvolvido pode ser considerado robusto sob condi¢cdes otimizadas.
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4.3.4 Aplicacao do método

O método analitico desenvolvido foi aplicado na determinacdo de compostos

fendlicos em trés amostras de suco de uva, incluindo suco de uva tinto (variedade Bordo),

suco de uva tinto organico (variedade Bordd e Isabel) e suco de uva branco (variedade

Nidgara). Os resultados estdo apresentados na Tabela 19.

Tabela 19. Aplicacao do método proposto para determinacao de compostos fendlicos em

suco de uva.
) Suco de uva tinto Suco de uva
] Suco de uva tinto .
Analito (mg L) organico branco
(mg L) (mg L)
Acido gélico 69,62 (£ 2,9%) 96,08 (£ 8,5%) 58,73 (£ 17,9%)
Acido protocateico <LOD <LOD <LOD
(+)-Catequina 17,05 (x 7,0%) <LOD 13,50 (* 12,4%)
Acido clorogénico 70,84 (+ 8,8%) 120,70 (*x 4,4%) 34,71 (= 0,7%)
Acido vanilico 11,92 (£ 18,5%) 23,86 (£ 19,0%) <LOD
(-)-Epicatequina 34,38 (£ 12,7%) 42,42 (+ 0,6%) <LOD
Acido fertilico 9,13 (+ 13,9%) 16,28 (+ 13,8%) <LOD
Acido p-cumérico <LOD 4,44 (+ 13,5%) <LOD
Miricetina 5,12 (£ 6,9%) 5,58 (£ 1,1%) <LOD
Quercetina 3,86 (£ 12,1%) 1,72 (= 16,8%) 1,88 (£ 19,0%)
Kaempferol <LOD <LOD <LOQ

O suco de uva € uma fonte natural de compostos fendlicos para a dieta humana, e
esses compostos desempenham papel fundamental na qualidade dos sucos,
principalmente na cor, aroma, adstringéncia e sabor. As concentragdes dessas substancias
biologicamente ativas no suco de uva sdo determinadas por diversos fatores, como a
variedade da uva, as condicdes climéticas, as técnicas de cultivo e o processo de produgdo
(GULER, 2023). Os compostos fenolicos presentes na uva atuam como antioxidantes
naturais e apresentam importante contribui¢do na alimentac¢do, principalmente na
prevencdo de inimeras doengas crénicas. De acordo com os resultados, o suco de uva
tinto organico apresentou maiores concentracdes para todas as classes de compostos
fendlicos avaliados, com exce¢do da quercetina, onde a concentragdo no suco de uva tinto
convencional foi 44% maior em comparacdo ao suco de uva tinto organico. O 4cido
clorogénico (70,84-120,70 mg L) e o 4cido gélico (69,62-96,08 mg L) foram os

principais compostos fendlicos em ambos os sucos de uva tinto. Ressaltamos que a
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concentracao de 4cido galico e dcido clorogénico foi 38 e 70% maior no suco de uva tinto
organico, respectivamente, em comparacdo ao suco de uva tinto convencional. O dcido
clorogénico estd associado a alguns beneficios a sadde, principalmente a prevencio de
doengas cardiovasculares e a diabetes tipo 2. Em relac@o ao 4cido gélico, vdrios efeitos
benéficos a sadde sdo conhecidos, incluindo propriedades antioxidantes e anti-
inflamatérias (KUMAR; GOEL, 2019; RASHMI; NEGI, 2020). O suco de uva branca
apresentou as menores concentracdes para todos os compostos fendlicos avaliados, sendo
que apenas trés compostos fendlicos foram quantificados na amostra (Acido gélico >
Acido clorogénico > (+)-Catequina > Quercetina). Vale ressaltar que o dcido gélico
(58,73 mg L!) e o 4cido clorogénico (34,71 mg L) também foram os compostos
majoritdrios do suco de uva branca. O 4cido protocatecuico, o 4cido vanilico, a (-)-
epicatequina, o acido ferdlico, o 4cido p-cumaérico, o kaempferol e a miricetina estdo

abaixo dos limites de quantificacdo do método para a amostra de suco de uva branca.

4.3.5 Avaliacio do carater verde do método

O carater verde do método proposto para determinacdo de polifenois em suco de
uva foi avaliado por trés métricas analiticas, incluindo Green Analytical Procedure Index
(GAPI) (PLOTKA-WASYLKA, 2018) e Analytical Greenness Calculator (AGREE)
(PENA-PEREIRA; WOJNOWSKI; TOBISZEWSKI, 2020). Além disso, a métrica
AGREEprep (WOIJNOWSKI et al., 2022) foi utilizada para avaliar especialmente as
caracteristicas de preparacdo da amostra. O uso de métricas € uma ferramenta util para
definir o cardter verde dos métodos analiticos e identificar pontos positivos inerente a
aspectos ecoldgicos apresentados por uma nova abordagem, bem como pontos a serem
melhorados. Em resumo, o GAPI apresenta um pictograma em cores (verde, amarelo e
vermelho) e 0o AGREE e o AGRREprep apresentam adicionalmente uma pontuacao final
(de Oa1). Em ambos, a avaliacdo € baseada nos 12 principios da Quimica Analitica Verde
(GAC) (GALUSZKA; MIGASZEWSKI; NAMIESNIK, 2013). Os resultados sdo

apresentados na Figura 22.
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Figura 22. Resultado da avaliagdo verde da metodologia analitica proposta para
determina¢do de compostos fendlicos em amostras de suco de uva; A: GAPI, B: AGREE

e C: AGREEprep.

a)

Elaborado pela autora (2024).

A avaliacdo do ‘verde’ indica que a metodologia proposta com DPX seguida de
HPLC/DAD proporciona um excelente carater verde, com destaque para a miniaturizacao
da técnica e zero consumo de energia na extracao, uma vez que nenhuma instrumentagao
€ necessdria, pois o procedimento DPX requer apenas uma micropipeta para realizar a
etapa de extragdo/dessor¢cdao. Além disso, destaca-se a minimizacdo dos volumes de
amostra (160 uL) e solvente (200 uL) e da massa da fase de extracdo (20 mg). Outro fator
importante é o tempo necessdrio para o preparo da amostra: no método proposto sdao
necessarios em média 5 minutos para o preparo da amostra, o que reduz o tempo do
procedimento analitico e a exposicao do analista. Quanto aos pontos criticos, as principais
penalidades estdo relacionadas ao preparo de amostras ex situ, comum a andlise de
compostos fendlicos em suco de uva por laboratérios de pesquisa, utilizacdo de
acetonitrila como solvente de dessor¢do, porém, sdo utilizados apenas 200 uL de solvente,
contribuindo para a reducao de residuos, sendo esse um ponto positivo de acordo com as
métricas. E por fim, o uso de HPLC implica um peso negativo na avaliagdo uma vez que
a técnica necessita de solventes para compor a fase movel. Porém, deve-se ressaltar que
esta técnica é amplamente utilizada para andlise de compostos fendlicos, pois para a
aplicacdo da cromatografia gasosa € necessdria a inclus@o de uma etapa de derivatizagao,

o que nao € recomendado pelas diretrizes para quimica analitica verde.
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4.3.6 Comparacao com outros métodos da literatura

O método desenvolvido foi justaposto a outros métodos baseados em extragdo em
fase solida encontrados na literatura para determinacdo de compostos fendlicos em suco
de uva. A comparagdo ¢ mostrada na Tabela 20. ARESTA et al., 2018 propuseram um
método por SPME e HPLC/DAD para andlise de trans-resveratrol, utilizando 500 uL de
amostra, sem necessidade de solvente. O tempo de preparo da amostra foi de 105 min, de
forma que o rendimento de preparo da amostra foi de 0,57 amostras preparadas por hora,
enquanto o método proposto neste estudo apresenta um rendimento de em média 15
amostras preparadas por hora. Além disso, apenas um analito € avaliado por esse método
analitico. TASHAKKORI; TAGAC; MERDIVAN, 2021 desenvolveram dois métodos
baseados em SPME, o primeiro utilizando HPLC/DAD e o segundo GC-MS para andlise
de 16 compostos fendlicos, ambos os métodos utilizaram 5 mL de amostra. O método
SPME/HPLC/DAD necessitou de 500 pL de solvente para a dessorcao dos analitos, € o
método SPME/GC-MS ndo utilizou solvente, mas foi necessdrio realizar uma etapa de
derivatizacdo com o reagente de derivatizacdo N,O-bis (trimetilsilil)trifluoroacetamida
(BSTFA). Este reagente é amplamente utilizado devido a sua alta reatividade, mas seu
alto custo de aquisicdo € uma desvantagem. Os tempos de preparacdo das amostras foram
de 55 min para SPME/HPLC/DAD e 65 min para SPME/GC-MS, e os rendimentos de
preparacao das amostras foram de 1,09 e 0,92 amostras preparadas por hora,
respectivamente. Em relacdo aos limites de detec¢do, ambos os métodos discutidos
apresentaram limites inferiores ao método proposto pelo DPX, caracteristico da técnica
SPME, que apresenta alto fator de enriquecimento, considerado uma vantagem. Por outro
lado, deve-se considerar a possibilidade de adsorcdo irreversivel de compostos
naturalmente presentes no suco de uva, como 4cidos organicos, minerais e agicares (CAI
et al., 2009), o que seria considerado uma desvantagem.

Com base na comparagdo feita com outros métodos, o método de preparo de
amostra por DPX para determinacdo de compostos fendlicos em suco de uva se destaca
por apresentar extracdo rapida e eficaz, devido a caracteristica tinica da técnica em formar
uma mistura dispersiva entre a amostra e a fase de extra¢do, promovendo rapida adsor¢ao
dos analitos. Essa vantagem contribui para a alto rendimento de preparo de amostra por
hora. Além disso, o método destaca-se pelo baixo volume de amostra (160 uL), baixo

volume de solvente (200 uL), curto tempo de preparo de amostra (<5 min), facilidade de
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operacdo do dispositivo de extracdo e extragdo simultdnea de &4cidos fendlicos e

flavonoides. Por fim, o uso de HPLC/DAD dispensa o uso de reagente derivatizante.
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Tabela 20. Comparacio do método DPX e HPLC/DAD com métodos reportados na literatura para determinagdo de compostos fendlicos em suco
de uva.

Tempo de  Faixa linear de

Técnica Analitos Volume de Volume de preparo de trabalho LO]?I Referéncia
amostra solvente 1 (mg L)?
amostra (mg L)?
DPX Flavonoides e acidos . 0,01 a
HPLC/DAD fendlicos 160 puL 200 pL <5 min 0,1al0 0,09 Este trabalho
SPME Flavonoides, 4cidos (TA"Sl"iéiIé'ORI;
e » 5000 puL 500 puL 55 min 0,005a1 0,0025 ’
fendlicos e estilbeno. MERDIV AN,
HPLC/DAD
2021)
(TASHAKKORLI;
SPME Flavonoides, acidos . 0,00001 a TAGAC;
GC-MS fenélicos ¢ estilbeno 2000 KL - 65 min 0.00002a1 500005  MERDIVAN,
2021)
SPME ) ) (ARESTA et al.,
HPLC/DAD Estilbeno 500 pL - 105 min 0,0013a0,5 0,0013 2018)

Os valores apresentados na tabela compreendem a faixa que inclui todos os valores estabelecidos para todos os analitos. DPX: Extragdo em
ponteiras dispersivas; SPME: Microextragdo em fase solida. HPLC/DAD: Cromatografia liquida de alta eficiéncia/Detec¢do por arranjo de diodos;
GC-MS: Cromatografia Gasosa - Espectrometria de Massa e LOD: limite de detecg@o.
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4.3.7 Limpeza e reuso do material sorvente

Com o propésito de viabilizar o reuso das ponteiras, foi realizado um estudo de
limpeza e reutilizacdo do material sorvente em novas extragdes. O estudo de limpeza foi
conduzido usando ponteiras previamente empregadas na extracdo de compostos fendlicos
em suco de uva. Para assegurar a eficdcia na limpeza do material sorvente, foi avaliado o
efeito de cinco repeti¢des do procedimento de limpeza, coletando aliquotas de acetonitrila
(solvente de dessorcao) para andlise por HPLC/DAD. Na primeira aliquota de limpeza,
observou-se uma reducdo significativa, de pelo menos 54%, nos sinais cromatograficos
de todos os analitos. Nos experimentos subsequentes, ndo foram detectados sinais para
nenhum dos analitos. Contudo, para garantir que ocorra a remo¢ao completa dos analitos
remanescentes, optou-se por estabelecer um procedimento de limpeza composto por dois
ciclos de lavagem.

Para investigar a reuso do material sorvente, uma ponteira nova foi utilizada para
realizar a primeira extracio do estudo (Extracdo 1). Apds cada extracdo, a limpeza do
material sorvente foi conduzida de acordo com os critérios estabelecidos na fase de
avaliacdo da limpeza do sorvente. O estudo avaliou cinco extragdes subsequentes, cujos

resultados estdo representados na Figura 23.

Figura 23: Grafico de barras obtido no estudo de reuso da ponteira.
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Elaborado pela autora (2024).
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Foram avaliados como resultado, o desvio padrao relativo das extracdes 1, 3 e 5,
com resultados entre 2,0% e 15,9%, indicando que as ponteiras DPX aplicadas nessa
metodologia analitica podem ser reutilizadas em pelo menos cinco extragdes, de acordo
com o desvio padrao dos resultados inferiores a 20%, valor utilizado como critério. Os
resultados apresentados nesse estudo corroboram com os conceitos de preparo de amostra
verde, onde é preferivel optar por materiais reutilizaveis, no entanto, cabe destacar, que
ao optar pelo reuso da ponteira, € acrescido um volume de 2,4 mL de solventes que devem

ser contabilizados como residuos.
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4.4 CONCLUSAO PARCIAL

Foi desenvolvido um novo método utilizando as técnicas DPX e HPLC/DAD para
a andlise de onze compostos fendlicos, abrangendo acidos fendlicos e flavonoides, em
amostras de suco de uva. O processo de extragdo e dessor¢ao foi otimizado de forma
eficaz principalmente por meio de abordagens multivariadas, resultando na redu¢do do
nimero de experimentos necessdrios e permitindo a avaliacdo da influéncia estatistica
significativa dos pardmetros de extragdo. As principais vantagens do método
desenvolvido incluem a simplicidade na preparacao da amostra, com um curto tempo de
extracdo, menos de 5 minutos, € um baixo consumo de solvente organico, apenas 200 pL.
Os parametros analiticos de mérito foram avaliados, os resultados demonstraram
linearidade satisfatéria com um coeficiente de correlacao (R) igual ou superior a 0,9809,
baixos limites de quantificagio (0,03-0,30 mg L), precisdes abaixo de 20% e
recuperagdes variando de 81 a 120%. Além disso, o método otimizado e validado ndo
apresentou efeito de matriz. A aplicacdo pratica desse método foi avaliada em trés
amostras de suco de uva comercial: suco de uva tinto, suco de uva tinto organico e suco
de uva branco. Os principais compostos identificados nas amostras foram o 4cido
clorogénico (70,84-120,70 mg L) e o 4cido gélico (69,62-96,08 mg L'!). Notavelmente,
o suco de uva tinto elaborado com uvas organicas demonstrou uma maior abundancia de
compostos fendlicos em comparagdo com os outros sucos. Esses resultados destacam a
capacidade do método em determinar compostos fenélicos em amostras reais de suco de
uva, tornando-o uma ferramenta util para a avaliacdo da qualidade dos sucos com base na
sua composicao fendlica. Além disso, é relevante ressaltar que existem poucos estudos
dedicados ao desenvolvimento de métodos para a andlise de compostos fendlicos em
sucos de uva, tornando este método inovador no que diz respeito ao preparo de amostras
para avaliacao da composicao fendlica em sucos de uva. Também € importante destacar
que o método se alinha com os principios da quimica analitica verde, como evidenciado
pelas métricas GAPI, AGREE (pontuacdo 0,63) e AGREEprep (pontuacio 0,73).
Portanto, os resultados apresentados validam a notoriedade do método por DPX e
HPLC/DAD para a determinacdo de compostos fenolicos em amostras de suco de uva,
refor¢cando sua utilidade na avaliacdo da qualidade desses produtos com base em sua

composi¢do fendlica.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os métodos desenvolvidos neste estudo demonstraram resultados satisfatorios,
equiparaveis ou superiores as metodologias existentes na literatura. O uso de ferramentas
quimiométricas foi fundamental para identificar fatores criticos na etapa de extragdo.
Ambos os métodos permitiram a extragdo de compostos fendlicos com um volume
minimo de amostra e solvente organico, utilizando apenas 200 uL de solvente por
amostra. Além disso, os métodos desenvolvidos destacaram-se pela frequéncia analitica,
com um tempo de preparo da amostra de menos de cinco minutos. Esses métodos também
foram avaliados quanto a linearidade, limites de quantificacdo e detec¢do, precisio e
recuperacdo, apresentando valores adequados de acordo com os critérios da AOAC.

O efeito de matriz foi abordado, e, embora ndo tenha sido possivel eliminar
completamente o efeito da matriz na determina¢cdo de compostos fendlicos em vinho,
obteve-se sucesso ao fazé-lo em sucos de uva. Métricas que avaliam o verde dos métodos
analiticos, como GAPI e AGREE, confirmaram que os métodos propostos estao alinhados
com os principios da quimica analitica verde. A métrica AGREEprep permitiu avaliar
especificamente o verde do preparo de amostra. A aplicabilidade dos métodos foi
demonstrada por meio da anélise de amostras de vinho e sucos de uva.

Os resultados apresentados nesta tese enfatizam que os métodos desenvolvidos
representam excelentes alternativas para a determinacdo de compostos fendlicos em
vinhos e sucos de uva, consolidando sua utilidade na avaliacdo da qualidade desses
produtos com base em sua composi¢do fenolica. Com o tempo de preparo de amostra
reduzido, € vidvel processar aproximadamente doze amostras por hora, garantindo uma
frequéncia analitica notdvel. Além disso, os estudos de limpeza e reuso indicaram a
possibilidade de reutilizar as ponteiras na andlise de sucos de uva, com principal apelo
para a redugiio de custos do material de extracdo. E importante ressaltar que a adogio da
técnica DPX para o preparo de amostra permitiu avaliar diversas classes de compostos
fendlicos em um tnico método.

Como perspectivas futuras, sugerimos a automacio do preparo de amostra por
DPX e a implementagdo dessas metodologias em laboratérios de anélise de rotina, bem
como a expansao do uso da DPX para andlise de compostos fendlicos em outras bebidas,
como espumantes, cervejas, sucos, infusdes de chds e kombuchas. Essas iniciativas

contribuirdo para uma andlise mais eficiente e sustentdvel dos compostos bioativos em
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diversas matrizes alimentares, alinhadas com os avancos tecnoldgicos em métodos

analiticos e o compromisso com o meio ambiente e saide do analista.
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