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RESUMO

O cha verde, proveniente da planta Camellia sinensis, destaca-se
mundialmente pelo seu elevado consumo, impulsionado por propriedades medicinais
atreladas, principalmente, ao rico teor de compostos fendlicos em sua composicao.
Esses compostos oferecem beneficios a satde quando consumidos regularmente, e
a avaliacado do perfil fendlico no cha verde permite relacionar a composicao fendlica
e os reais beneficios proporcionados pela bebida. No entanto, a matriz complexa do
chéa verde apresenta um desafio na determinacdo desses compostos em protocolos
analiticos e exige uma etapa de preparo da amostra para adapta-la a
instrumentacdo analitica. Neste trabalho, o objetivo foi desenvolver um protocolo de
extragdo para compostos fendlicos em folhas de cha verde utilizando a técnica de
extracdo com solvente assistida por ultrassom de amostras solidas empacotadas
com membrana microporosa de polipropileno (UASE-PMSS) com derivatizagdo em
injetor e deteccdo por GC/FID. Para o procedimento, as dimensdes da membrana
foram fixadas em 1,5 cm x 1,5 cm. A massa de amostra foi 100 mg e a extracéo
ocorreu pela submersdo da membrana em solvente organico, com auxilio de
ultrassom a frequéncia de 25 kHz. Os procedimentos de derivatizacdo em estufa e
em injetor foram comparados pela adicdo de 30 pL agente derivatizante
BSTFA:TMCS (99:1) a solugéo estoque contendo os analitos acido vanilico, acido
protocatecuico, acido siringico, acido p-cumarico, acido galico, acido ferrulico, &cido
cafeico, (-)-epicatequina, (+)-catequina, kaempferol e miricetina, suspendidos em
170 pL de acetona (50 mg L™). Foram otimizadas as principais variaveis de extracdo
e derivatizacdo por meio de planejamentos multivariados de superficie de resposta.
A derivatizacdo em injetor apresentou melhor resposta analitica em comparacao
com a derivatizacdo em estufa. Através de um planejamento Composto Central, as
condigbes 6timas para derivatizacdo em injetor foram definidas como volume de
agente derivatizante a 60 pL, tempo de splitless de 2,5 minutos e temperatura do
injetor a 250 °C. Por meio de um diagrama de superficie ternaria Simplex Lattice, o
solvente extrator escolhido foi uma mistura de acetona e acetato de etila (3:1 v/v) e,
através de um planejamento Doehlert, foram fixados 30 minutos como tempo de
extracdo e 1,5 mL como volume de solvente. Na avaliacdo dos parametros
analiticos, foram obtidos valores de R maiores ou iguais a 0,9650. Os limites de
deteccdo variaram entre 0,01 mg L' e 0,49 mg L' enquanto os limites de
quantificacdo variaram entre 0,04 mg L* e 1,48 mg L*. A precisdo do método foi
avaliada pelo desvio padrao relativo, com os valores de precisao intradia (n=3) entre
1 e 30% e precisdo interdia (n=6) entre 5 e 34%. N&ao foi possivel avaliar a
recuperacdo do método e quantificar os analitos em amostras de cha verde.
Entretanto, foi possivel avaliar a concentracdo dos compostos acido protocatecuico,
acido galico, (-)-epicatequina e (+)-catequina nos extratos obtidos, em
concentracdes que variaram entre 0,31 mg L™ e 5,41 mg L. Por fim, o carater
sustentavel do preparo de amostra proposto foi avaliado por meio da ferramenta
AGREEprep. A abordagem de extracdo proposta é contemplada pelos principios da
Quimica Analitica Verde, com baixo consumo de amostra e solventes organicos,
além da alta frequéncia analitica e simplificacdo de etapas proporcionadas pela
derivatizacdo em injetor. Sendo assim, o método de extracdo proposto € promissor
para determinacédo de compostos fendlicos em folhas de chéa verde.

Palavras-chave: Cha verde; Compostos fenodlicos; UASE-PMSS; GC/FID;
Derivatizagdo em injetor.
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1 INTRODUCAO

O cha verde (Camellia sinensis) € um dos chas mais consumidos
mundialmente. Originario da China, este cha é conhecido por suas propriedades
analgésicas, digestivas e antidepressivas, que sao atribuidas principalmente ao alto
teor de compostos fendlicos em sua composicdo. Os compostos fendlicos séo
metabdlitos secundarios que atuam como antioxidantes em organismos vivos pelo
sequestro de radicais livres. Por isso, eles estdo associados a prevencao de
doencas cardiovasculares, diabetes, infeccdes e cancer. Além disso, a analise de
compostos fendlicos em cha verde permite a avaliacdo dos efeitos de tempo de
colheita, solo, clima, temperatura e fertilizantes na planta Camellia sinensis,
permitindo a melhora na producéo de cha, de forma a se obter cultivares de maior
qualidade.

As folhas de ch& verde constituem uma amostra complexa e, por isso,
exigem uma etapa de preparo de amostra prévia a andlise instrumental, com intuito
de pré-concentrar os analitos, remover interferentes e converter os analitos em
derivados mais apropriados. Somado a isso, 0 avanc¢o da Quimica Verde evidencia a
necessidade de técnicas de extragdo ambientalmente amigéveis, de forma a reduzir
o volume de residuos, simplificar etapas, integrar processos e diminuir o gasto de
energia envolvido na etapa de preparo de amostra.

Portanto, o presente trabalho propde o desenvolvimento de um protocolo de
extracdo de compostos fendlicos em folhas de cha verde através da técnica de
extracdo com solvente assistida por ultrassom de amostras sélidas empacotadas
com membrana microporosa de polipropileno (UASE-PMSS, do inglés Ultrasound-
assisted solvent extraction of porous membrane packed solid samples), seguido por
analise por cromatografia gasosa com deteccao por ionizacdo em chama (GC/FID).
A andlise de compostos fendlicos por GC/FID exige uma etapa prévia de
derivatizacdo, com intuito de converter os analitos em derivados mais volateis e
termicamente estaveis. Visando o desenvolvimento de um método simples e com
melhor frequéncia analitica, € proposto realizar a derivatizacdo diretamente no
injetor do cromatografo gasoso, com intuito de reduzir o tempo de preparo de
amostra pela integracdo de etapas do procedimento.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 CHA VERDE

O cha é uma das bebidas mais consumidas mundialmente, principalmente
em paises asiaticos, onde a China e a india se destacam como maiores produtores
da planta Camellia sinensis. A C. sinensis da origem a diferentes tipos de cha,
incluindo o cha preto, ch& escuro, cha oolong, cha amarelo, cha branco e chéa verde,
sendo que a taxa de producdo mundial é distribuida como sendo 76-78 % para cha
preto, 20-22 % para cha verde e menos de 2 % para oolong. Os tipos de cha diferem
entre si pelo processo de beneficiamento pelo qual as folhas da planta séao
submetidas. O ch& preto passa por um processo de fermentacédo total, e o oolong,
fermentacao parcial, enquanto o cha verde nédo é submetido a nenhum processo de
fermentacdo. A producdo do cha verde se inicia com aquecimento brando para a
degradacdo da enzima polifenoloxidase, que é responsavel pela oxidacdo de
compostos fendlicos, o que acarreta escurecimento das folhas do cha. Apoés isso, as
folhas passam por um processo de laminacdo, no qual elas sédo cortadas e secas.™
Por conta da degradacédo da enzima polifenoloxidase, o cha verde apresenta maior
teor de compostos fendlicos em comparacdo com outros chas obtidos pela C.
sinensis.”? O cha verde caracteriza uma matriz complexa com elevado teor de
compostos fendlicos totais, que correspondem a cerca de 30 % de sua massa.” A

Tabela 1 mostra o teor dos principais componentes encontrados no cha verde.

Tabela 1 — Principais constituintes encontrados no cha verde e seus respectivos teores.

Constituintes Principais representantes Teor (%)
. Catequinas
Compostos fendlicos o . 30
Acido gélico
Proteinas Enzimas 15-20
. . Teanina
Aminoacidos . . 1-4
Acido glutamico
] Celulose
Carboidratos ) 5-7
Pectina

_ Acido linoleico
Lipideos . ) ) 7
Acido a-linoleico

) Clorofila
Pigmentos ] 2
Carotenoides
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Al, Ca
Minerais 5
Mg, Mn

Fonte: adaptado de Cabrera et al, 2006 e Chaudhary et al, 2023",

O ché verde é difundido na cultura chinesa pelos seus fins medicinais como
dores de cabeca, dores musculares, digestao, depressdo e como energizante desde
muito cedo. Nos ultimos trinta anos, houve a consolidacdo de estudos cientificos
correlacionando o ch& verde e seus beneficios para a saude humana. O cha verde é
visto como um aliado na prevencéao e tratamento de doencas crdnicas como cancer,
diabetes, infeccbes e doencas cardiovasculares. Além de evidenciarem melhoria na
densidade de ossos, saude bucal, controle da obesidade e prevencédo de pedras nos
rins. As principais classes de compostos responsaveis por fazer do cha verde um
alimento funcional s@do as bases xantinicas, como cafeina e teofilina, 0leos
essenciais e, principalmente, compostos fendlicos. Os compostos fendlicos
predominantes em cha verde sédo os flavonoides e os acidos fendlicos, sendo a (-)-
epigalocatequina galato (EGCG) e o acido galico (GA) os seus principais
representantes, respectivamente. Compostos fendlicos representam uma classe de
substancias com alta capacidade redutiva, além de apresentarem funcdes biologicas

importantes que justificam a importancia do cha verde na dieta humana.™

2.2 COMPOSTOS FENOLICOS

Moléculas organicas produzidas pela atividade celular de organismos vivos
sdo chamadas de metabdlitos. Eles podem ser divididos em metabdlitos primarios e
metabdlitos secundarios. Metabdlitos primarios consistem em substancias essenciais
para o funcionamento de uma célula, como aminoacidos e carboidratos. Metabdlitos
secundarios sao compostos produzidos pelo estimulo externo, com influéncia de
fatores ambientais como clima, solo, luz e umidade. Apesar de dispensaveis para as
atividades essenciais de uma célula, eles podem auxiliar na protecao e reproducao
de uma espécie através de defesa contra predadores e atracdo de polinizadores,
além de servirem como precursores na sintese de outras moléculas organicas. Os
metabolitos secundarios sédo divididos de acordo com o processo de biossintese
envolvido em sua producdo. Sao eles: compostos fendlicos, terpenoides, alcaloides

e glicosinolatos."
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Compostos fendlicos sdo substancias que contém pelo menos um anel
benzénico ligado a um grupo hidroxila. Os compostos fendlicos sdo classificados em
flavonoides, &cidos fendlicos, estilbenos, lignanas e taninos. O cha verde é
composto por flavonoides e acidos fendlicos. Os flavonoides representam a classe
de compostos fendlicos de maior abundancia, podendo ser dividida em diferentes
subclasses: antocioninas, isoflavonas, flavanois, flavonois, flavonas e flavononas.
Flavonoides variam entre si de acordo com o numero de anéis benzénicos presentes
em sua estrutura, bem como os seus substituintes. A Figura 1 mostra a estrutura
bésica para um flavonoide e suas subsclasses. A Figura 2 mostra a estrutura basica
para &cidos fendlicos, que podem ser derivados do acido hidroxibenzoico ou do

acido hidroxicinamico.®**

Figura 1 — Estrutura basica para um flavonoide e suas subsclasses.

Flavonoide
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Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 2 — Estruturas dos acidos hidroxibenzoico e hidroxicinamico.

HO o

HO
OH

Acido p-hidroxibenzoico Acido p-hidroxicinamico

Fonte: elaborado pela autora.

Além de auxiliarem na protecdo e reproducdo de diversas plantas, os
compostos fenolicos possuem propriedades fisioldgicas antioxidantes, anti-
inflamatdrias, antialérgicas, antimicrobianas, vasodilatadoras e antitromboticas.
Essas propriedades estdo atreladas principalmente a presenca de grupos funcionais
com alta capacidade redutiva em suas estruturas.”” Nos dltimos anos, o interesse
cientifico e industrial em substancias antioxidantes ganhou destaque por conta da
necessidade em combater radicais livres no organismo humano. Radicais livres séo
espécies moleculares contendo um elétron desemparelhado. Dependendo do atomo
central que possui o elétron desemparelhado, os radicais podem ser descritos como
radicais centrados em carbono, oxigénio, nitrogénio ou metal. Radicais livres
centrados em atomos de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs) sdo naturalmente
produzidos em um organismo saudavel e fazem parte de processos essenciais como
producdo de energia, fagocitose, crescimento celular e biossintese. Entretanto, a
sua presenca em excesso leva a um desequilibrio interno, causando danos a
biomoléculas como oxidacdo de lipideos, quebra de moléculas de DNA, RNA,
proteinas e carboidratos, capazes de danificar a membrana celular. O excesso de
espécies radicalares no corpo humano pode ocorrer internamente, por disfuncdes
biolégicas, ou externamente, através de exposi¢cdo excessiva a radiacao ultravioleta,
sedentarismo e consumo de substancias como &lcool e cigarro.®® Os danos
causados por radicais livres resultam no desenvolvimento ou agravacdo de
patologias como céancer, artrite, catarata, doencgas cardiovasculares, choque
hemorragico, disfun¢ées cognitivas e AIDS."

Neste sentido, os compostos fendlicos possuem estruturas que propiciam o

sequestro de radicais livres de maneira eficiente, através de reacdes de
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transferéncia de atomo de hidrogénio (HAT, do inglés Hydrogen atom transfer). A
estabilidade do radical fendlico obtido esta atrelada a presenca de ressonancia em
sua estrutura, proveniente de anéis aromaticos. Adicionalmente, quanto maior o
namero de substituintes metoxi e hidroxila no anel benzénico, maior a estabilidade
do radical formado. Na Figura 3 esté descrito 0 esquema reacional para a reagdo de
transferéncia de atomo de hidrogénio.®

Figura 3 — Esquema geral para a reagdo de transferéncia de &tomo de hidrogénio.

OH O

Fonte: adaptado de Wojtunik-Kulesza et al, 2020."!

A acao antioxidante de compostos fendlicos esta atrelada também a fatores
como solubilidade em membranas celulares e potencial quelante para metais de
transicao. A lipofilicidade de compostos fendlicos € fundamental para que eles sejam
absorvidos por membranas celulares, onde a ocorréncia de EROs e ERNs ¢ alta. Os
compostos fendlicos atuam como controladores de fluidez, impedindo fisicamente a
difusdo de compostos radicalares e afetando diretamente a cinética de reacdes
envolvendo o estresse oxidativo. Os compostos fendélicos também podem surgir
ligados a cadeias de agucares, diminuindo sua lipofilicidade. Essas espécies néo
interagem de forma efetiva com a membrana celular, mas podem ficar armazenados
em vesiculas, garantindo um maior tempo de permanéncia no organismo e
exercendo suas fungBes antioxidantes. A acdo quelante de compostos fendlicos é
capaz de remover metais de transicao livres no meio fisiolégico como Fe* e Cu*, que
atuam como catalisadores nas reacdoes de Fenton e Haber-Weiss, geradoras de
radicais livres. Além de auxiliarem na prevencdo de doencas humanas, o0s
compostos fendlicos sdo responsaveis pelas propriedades organolépticas
encontradas no cha verde, como adstringéncia, amargor, docura, cheiro e cor de
infusdes de cha. Ademais, compostos fendlicos sdo usados na prevencao oxidativa
nas industrias de alimentos, cosméticos e farmacos."

Dessa forma, a concentragdo de compostos fendlicos em cha verde

representa um indice de qualidade dessa bebida, sendo de interesse cientifico e
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industrial a deteccdo e quantificacdo destes analitos. A avaliagdo do perfil fendlico
no cha verde permite relacionar a composicdo fendlica e os reais beneficios
proporcionados pela bebida, além disso, a analise de compostos fendlicos em cha
verde permite a avaliacdo dos efeitos de tempo de colheita, solo, clima, temperatura
e fertilizantes na planta Camellia sinensis, permitindo a melhora na producéo de cha
verde de forma a se obter cultivares de maior qualidade. Entretanto, as folhas de cha
verde configuram uma matriz complexa por conta da ampla variedade de
componentes em sua constituicdo. Portanto, a extracdo de compostos fendélicos em

folhas de cha verde demanda uma etapa de preparo de amostra eficiente.?”

2.3 PREPARO DE AMOSTRA

O preparo de amostra tem como objetivo converter matrizes complexas de
forma que seja possivel inseri-las em um instrumento analitico. Matrizes alimenticias
e biologicas, como o caso das folhas de cha verde, sdo consideradas complexas
pela variedade de substancias em sua composicdo. Dessa forma, o preparo de
amostra atua na remocdo de interferéncias, pré-concentracdo de analitos ou
conversdo de analitos em derivados mais apropriados. Neste contexto, a extragao
em fase sdlida (SPE, do inglés solid phase extraction) é uma classica técnica para
pré-concentrar de analitos e remover de interferéncias. A separagdo de analitos na
SPE ocorre pela adsorcdo, particdo ou troca ibnica de analitos em dispositivos
soélidos, chamados adsorventes.™"

Por outro lado, o avanc¢o notavel da Quimica Verde ao longo das ultimas trés
décadas tem enfatizado a importancia de técnicas de extracdo ambientalmente
amigaveis, que se baseiam na miniaturizacdo das técnicas classicas, simplificacéo
de etapas e automatizacdo de processos laboratoriais. As chamadas técnicas
verdes de extracdo objetivam a minimizacao do volume de solvente, a simplificacéo
de etapas e a diminuicdo no gasto de energia envolvidos em um método analitico.™”

Neste sentido, a primeira técnica verde de extracdo derivada da SPE foi
reportada em 1990. A chamada microextragdo em fase solida (SPME, do inglés
Solid-Phase Microextraction) desenvolvida por Pawliszyn e Arthur®®, utiliza como
adsorvente uma fibra de silica quimicamente modificada. Mais tarde, em 2006, foi
reportada a extracdo em fase microsolida (u-SPE, do inglés Microsolid Phase
Extraction) por Bansheer et al™. Pela primeira vez, foi reportado o uso de membrana

porosa de polipropileno em uma técnica de microextracdo. Nela, um adsorvente
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sOlido é embalado em uma membrana porosa de polipropileno, que por sua vez é
inserida na solugcdo da amostra, de forma que os analitos sdo retidos pelo
adsorvente. O uso da membrana porosa nesta técnica permite a passagem dos
analitos para o adsorvente, enquanto macromoléculas, como gorduras e proteinas,
permanecem na solugao, resultando em um extrato final com baixa concentragéo de
interferentes.™ Apos a divulgacdo da p-SPE, novas técnicas miniaturizadas de
extracdo com utilizacdo da membrana microporosa foram propostas, como € o caso
da extracdo com solvente assistida por ultrassom de amostras sélidas empacotadas

com membrana porosa.

2.3.1 Extracdo com solvente assistida por ultrassom de amostras sélidas
empacotadas com membrana porosa (UASE-PMSS)

Em 2019, foi proposta por SAJID et al uma variagdo da técnica u-SPE, que
consiste na insercéo direta da amostra sélida na membrana porosa de polipropileno,
sem o uso de adsorventes.™ A membrana porosa permite a passagem dos analitos
para a fase extratora, enquanto macromoléculas ficam retidas no interior da
membrana. A chamada técnica de extracdo com solvente assistida por ultrassom de
amostras sélidas empacotadas com membrana porosa (UASE-PMSS, do inglés
Ultrasound-assisted solvent extraction of porous membrane packed solid samples)
apresenta como vantagens a eliminacdo do uso de adsorventes, o que torna a
técnica mais barata e rapida que sua precursora P-SPE. A retirada da etapa de
dessorcdo leva a volumes menores de solventes utilizados, simplificando o
procedimento de preparo de amostra, além de diminuir a quantidade de residuos
gerados. Na UASE-PMSS, uma pequena guantidade de amostra sélida é inserida na
membrana microporosa, que por sua vez € termicamente selada e submersa em
solvente adequado. Dessa forma, a UASE-PMSS oferece uma técnica verde de
extracdo onde se obtém um extrato que pode ser diretamente inserido no
instrumento analitico, com reducdo de custos, baixo consumo energético e baixa
geracao de residuos.™

Até o momento, a UASE-PMSS foi utilizada no desenvolvimento de métodos
analiticos para extracdo e quantificacdo de HPAs em solo™, pesticidas
organoclorados em chd™, compostos fendélicos e &acidos fendlicos em vinho"",
poluentes BADGE e BFDGE em vegetais enlatados™ e ftalatos em fraldas

descartaveis™. Nos trabalhos citados, foram obtidos bons niveis de recuperacéo,
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precisdo e repetibilidade para o método desenvolvido, além de limites de detecgéo e
quantificacao satisfatorios.

A extracdo na UASE-PMSS ocorre com auxilio de ultrassom, de forma a
facilitar o transporte de massa da amostra para o solvente de extracdo através da
membrana porosa. Além disso, o uso de banho ultrassénico permite a realizacdo de
extracbes simultaneas, contribuindo para a frequéncia analitica do preparo de

amostra.™

2.3.2 Extracao assistida por ultrassom

A técnica extracdo assistida por ultrassom (UAE, do inglés Ultrasound-
assisted extraction) usualmente é acoplada a outras técnicas, de forma a acelerar o
procedimento e possibilitar a extracdo simultdnea, como é o caso da técnica UASE-
PMSS. A UAE é comumente empregada em metodologias que envolvem a extracao
de componentes de matrizes bioldégicas e alimenticias. Isso porque a agitacédo
mecanica causada pelas ondas sonoras € capaz de romper as paredes celulares de
tecidos vegetais, facilitando a penetracdo do solvente na amostra e aumentando a
difusdo dos analitos.”

A UAE é baseada na geracdo de ondas acusticas de alta frequéncia (de 20
kHz a 10 MHz) que sao propagadas pelo meio liquido, criando regides de
compressao e rarefacdo, que acarretam variacdes bruscas de pressao. Quando isso
ocorre, bolhas de cavitacdo sdo formadas, e sua area superficial € aumentada
durante a rarefacdo, contribuindo para a difusdo gasosa. No ciclo de compresséo, as
bolhas formadas ndo conseguem reter a fase de vapor contida nelas. Assim, ocorre
um processo de condensacdo e energia é liberada para o meio. As moléculas
condensadas se chocam criando ondas de choque que atingem altas temperatura e
pressao locais, atingindo a superficie sélida da amostra e aumentando o transporte
de massa. O choque de ondas garante a regularidade no procedimento de extracao,
aumentando a eficiéncia da técnica.” Esta técnica apresenta vantagens como
simplicidade, baixo custo e emprego de menores volumes de solvente. Além disso, a
extracdo € altamente efetiva mesmo em baixas temperaturas, sendo ideal para

extrair substancias instaveis e termicamente labeis.?**!
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2.4 CROMATOGRAFIA GASOSA

A cromatografia gasosa é uma técnica de andlise que permite a separacao
de analitos em uma amostra, liquida ou gasosa, vaporizada por um gas de arraste,
gue consiste na fase movel, através de uma coluna, que corresponde a fase
estacionaria. Os analitos séo identificados de acordo com o seu indice de retencao.
A fase movel € um gas inerte, como nitrogénio, hidrogénio, hélio ou argbnio, que
arrasta os analitos ao longo de uma coluna sem interagir entre si. O gas responsavel
pelo transporte dos analitos € chamado de gas de arraste. A coluna de separacéo é
revestida por uma fase estacionaria imobilizada que retém os analitos por adsorgcéo
ou absorcdo. Existem dois tipos de colunas: as colunas recheadas e as colunas
capilares, sendo que as colunas capilares sdo mais amplamente utilizadas por conta
de sua melhor eficiéncia. No cromatografo a gas, a coluna se localiza em um forno
termostatizado, que € submetido a um programa de temperatura. O programa de
temperatura deve ser ajustado de acordo com o ponto de ebulicdo dos analitos a
serem analisados e 0 grau de separagdo. A insercdo da amostra no equipamento
ocorre através de um injetor com o uso de uma seringa. O injetor € mantido sob
altas temperaturas, e a amostra é levada pelo gas de arraste para que ocorra a sua
vaporizacao. Geralmente, o volume de amostra injetado em um cromatografo a gas
€ de 0,1-2,0 yL. A injecdo da amostra pode ocorrer com divisdo de fluxo (split) ou
sem divisdo de fluxo (splitless). A divisdo de fluxo serve para amostras mais
concentradas, onde a injecdo completa do material pode trazer o desgaste para a
coluna de separacdo. No injetor, a camara de mistura possui duas entradas: uma
para a coluna e outra para o residuo. Geralmente, é indicado que a divisao de fluxo
seja utilizada quando a amostra contém acima de 0,1 % do analito. A injecdo sem
divisdo de fluxo é recomendada para analises a nivel de tracos de analitos,
representando menos de 0,01 % da amostra. Nesse método ndo existe camara de
mistura, e a amostra segue do injetor direto para a coluna.?**!

Existem varios detectores que podem ser acoplados a um cromatografo
gasoso. O detector de ionizacdo de chama € um detector ndo especifico onde a
resposta € obtida pela queima dos componentes por uma mistura de hidrogénio
gasoso e ar. Os atomos de carbono formam radicais -CH, que sdo convertidos em
CHO" e elétrons. A producdo de ions é proporcional ao nimero de atomos de

carbono introduzidos na chama. Esses ions geram uma corrente elétrica, que é
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posteriormente convertida em uma diferenca de potencial. Essa diferenca de
potencial é entdo amplificada e transformada em sinal digital.?**!

A cromatografia gasosa € amplamente utilizada como técnica para analisar
matrizes biolégicas complexas, destacando-se pela sua alta resolucdo e pela
facilidade de acoplamento com diversos detectores. A deteccdo de compostos
fenolicos por cromatografia gasosa permite a sua avaliagdo individual dessas

substancias e requer uma etapa prévia de derivatizacéo.?®

2.4.1 Derivatizagéo

Compostos fendlicos contém grupos funcionais de alta polaridade, como
hidroxila e carboxila. As ligacbes de hidrogénio presentes nesses compostos
dificultam a sua analise e deteccdo por cromatografia gasosa, uma vez que essa
técnica requer analitos volateis e de baixa polaridade. Para avaliar o perfil fendlico
individual por cromatografia gasosa, € necessaria a conversdo dos compostos
fendlicos para derivados mais apropriados, através de uma reacdo de
derivatizacao.” A derivatizacdo € uma etapa do preparo de amostra que tem como
objetivo a modificacdo de grupos funcionais presentes nos analitos, diminuindo a
polaridade e aumentando a volatidade dessas moléculas, o que resulta em uma
melhora do limite de deteccdo e da seletividade.?"

O procedimento tradicional para reacdes de derivatizacdo, também chamado
de derivatizacéo off-line, ocorre pela formacao dos derivados volateis anteriormente
a injecao no cromatografo. A reacdo ocorre pela adicdo do reagente derivatizante ao
extrato contendo os analitos, sob aquecimento. O periodo de reacdo pode variar
entre 60 e 90 minutos, de acordo com métodos reportados na literatura.”® Por conta
do tempo de reacao, a derivatizacao off-line apresenta algumas desvantagens como
baixa frequéncia analitica, evaporacao de analitos, contaminacdo da amostra, além
da degradacao do agente derivatizante e dos derivados formados, uma vez que eles
sao altamente sensiveis a agua residual.*

A derivatizacéo em injetor (IPD, do inglés Injection-port derivatization), € uma
alternativa ao procedimento tradicional para reacbes de derivatizacdo. Na
derivatizacdo em injetor, os analitos e o0 agente derivatizante sao injetados em
conjunto no cromatografo a gas e a reacdo de derivatizagcdo ocorre no liner de
injecdo, sob altas temperaturas. Em comparacdo com a derivatizacdo off-line, a

derivatizacdo em injetor elimina etapas do preparo de amostra, aumentando a
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frequéncia analitica e automatizando o método. Os pardmetros passiveis de
otimizacdo para derivatizagdo em injetor sdo: volume de agente derivatizante,
temperatura do injetor e tempo de splitless, que consiste no tempo no qual a
amostra injetada permanece no liner do injetor antes da purga e do inicio do
programa de temperatura.®

As reacdes de derivatizacdo mais comumente utilizadas séo a acilagao, a
alquilacao e a sililacdo. Destaca-se a sililacdo pela sua simplicidade e rapidez, uma
vez que ela ocorre em uma etapa e apresenta alto rendimento. A sililacdo € uma
reacdo de substituicdo nucleofilica bimolecular (S,2) onde o sitio nucleofilico do
analito ataca o reagente sililante, de carater eletrofilico, com a substituicdo do
hidrogénio ionizavel pelo grupo alquisilil. Os substituintes presentes nos analitos
afetam o tipo de produto formado e o rendimento da reacdo. A estabilidade dos
produtos diminui de acordo com o grupo funcional na seguinte ordem: &lcoois >
fendis > acidos carboxilicos > aminas > amidas/hidroxilas. Em relacdo a cadeia
carbbnica, a estabilidade de carbonos primarios é maior que a de carbonos
secundarios, que por sua vez, € maior que a de carbonos terciarios. O mecanismo

de reacdo para a formagédo do composto sililado esta descrito na Figura 4.2

Figura 4 — Mecanismo para a reagdo de sililacdo entre BSTFA e um &lcool primario.
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Entre os reagentes sililantes mais frequentemente utilizados estdo o N,O-
bis(trimetilsilil)acetamida (BSA), o N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) e o
trimetilclorosilano (TMCS).” Os compostos silanizantes reagem com alcoois e
acidos formando éteres e ésteres trimetilsilil, respectivamente. Esses derivados séo
volateis, termicamente estaveis e podem ser submetidos a diferentes programas de
temperatura em cromatografia gasosa. E comumente reportado na literatura o uso
do reagente BSTFA contendo 1 % de TMCS, que atua como catalisador de reacdes
de derivatizacdo com grupos funcionais estericamente impedidos. A Figura 5 mostra
a reacdo genérica de derivatizacdo, onde o hidrogénio ionizavel de uma molécula

organica é substituido pelo grupo trimetilsilil de um agente sililante.®

Figura 5 — Reacéo genérica de derivatizagdo para formag&o de um derivado sililado.
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Fonte: adaptado de Orata, 2012.5

2.5 QUIMIOMETRIA

A quimiometria € uma area de estudo que combina analise estatistica e
ciéncia da computacdo para facilitar o tratamento de dados quimicos e auxiliar no
planejamento de experimentos, como otimizaces multivariadas de parametros
envolvidos em um protocolo analitico. O planejamento de experimentos (DoE, do
inglés Design of experiments) € uma técnica quimiométrica que permite a avaliacao
da relacdo entre variaveis de um experimento, como temperatura, concentracdo ou
tempo, e a influéncia dessas variaveis sobre uma resposta analitica. Através do
planejamento de experimentos, € possivel predizer o comportamento das respostas
analiticas e otimizar um método através de superficies de resposta, de forma a
determinar as condi¢Bes 6timas para uma melhor resposta analitica. Nessa técnica,
as variaveis sdo estabelecidas com niveis de minimo e maximo, que limitam o
dominio experimental. Os dados obtidos pelo instrumento analitico geram

superficies de resposta, que se baseiam no ajuste de valores por uma equacao
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polinomial e séo aplicadas para casos onde as varidveis de um método influenciam
na resposta analitica. As varidveis sdo avaliadas simultaneamente, permitindo que
seja considerada a influéncia dos parametros entre si. Existem diferentes designs
experimentais que podem gerar superficies de resposta, como o0 planejamento
composto central e o planejamento Doehlert, que podem ser aplicados para duas ou
mais variaveis®, e o diagrama ternario de misturas Simplex Lattice, que é ideal para
analisar a resposta analitica entre uma mistura de dois ou mais solventes.®

Na cromatografia gasosa, o planejamento de experimentos pode ser usado
para procedimentos de preparo de amostra e otimizacdo de parametros de analise.
Dessa forma, a quimiometria auxilia na diminuicdo de tempo de analise e quantidade
de reagentes, pois os limites pré-estabelecidos para as varidveis simplificam os

procedimentos de otimizacdo de um método.?

2.6 METRICA VERDE PARA AVALIACAO DO PREPARO DE AMOSTRA

Com o surgimento da Quimica Verde e o estabelecimento de principios que
corroboram para praticas de laboratério mais sustentaveis, notou-se que o0s
principios da Quimica Verde ndo contemplavam a realidade da Quimica Analitica e
do preparo de amostra. Nesse contexto, Gatuszka et al introduziu os 12 principios da
Quimica Analitica Verde em 2013®4 com o intuito de atender as demandas e
especificidades da area. Contudo, o primeiro principio da Quimica Analitica Verde
consiste em evitar o preparo de amostra e optar por técnicas analiticas que
permitem a insercdo direta de amostras em instrumentos de analise. Entretanto, as
especificidades de matrizes complexas ndo permitem a exclusdo do preparo de
amostra. Nesse contexto, Lopez-Lorente et al®® introduziram, em 2022, os 10
principios de preparo de amostra verde. Os 10 principios de preparo de amostra
verde levam em consideracdo a necessidade da limpeza da amostra para posterior
analise, visando eliminacdo de substancias toxicas, reducdo de reagentes e de
residuos, baixo consumo energético e aumento da seguranga do operador.

Dessa forma, surgiram ferramentas métricas com o intuito de mensurar o
carater sustentavel de um método analitico, como é o caso da AGREEprep (do
inglés, Analytical greenness metric for sample preparation). A ferramenta
AGREEprep possui enfoque nas etapas do preparo de amostra e como elas

atendem a Quimica Analitica Verde. A ferramenta leva em consideracdo os 10
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principios do Preparo de Amostra Verde e pontua o preparo de amostra de acordo

com o impacto ambiental entre 0 (maior impacto) e 1 (menor impacto).=®
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um protocolo de extracdo para compostos fendlicos presentes

em folhas de cha verde através da técnica de extragdo com solvente assistida por

ultrassom de amostras sélidas empacotadas com membrana porosa (UASE-PMSS)

e derivatizacdo em injetor, seguida por deteccdo e quantificacdo por cromatografia

gasosa com deteccao por ionizacdo em chama (GC/FID).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)

f)

Avaliar a capacidade de extracdo dos compostos fendlicos acido vanilico,
acido protocatecuico, &cido siringico, acido p-cumarico, acido gélico, acido
ferradlico, é&cido cafeico, (-)-epicatequina, (+)-catequina, kaempferol e
miricetina através da técnica UASE-PMSS.

Otimizar a variavel solvente de extracdo através de um planejamento
Simplex Lattice;

Otimizar as variaveis tempo de extracdo e volume de solvente através de
um planejamento Doehlert;

Otimizar as principais varidveis de derivatizacdo em injetor para
compostos fendlicos, incluindo temperatura do injetor, volume de agente
derivatizante e tempo de splitless, através de um planejamento Composto
Central;

Avaliar o método através de parametros analiticos, incluindo faixa linear
de trabalho, limites de deteccao e de quantificacéo e precisao;

Avaliar a técnica de preparo de amostra através da ferramenta de métrica
verde AGREEprep.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS E REAGENTES

Os padrdes analiticos (acido vanilico, acido protocatecuico, acido siringico,
acido p-cumarico, acido galico, acido ferrulico, acido cafeico, (-)-epicatequina, (+)-
catequina, kaempferol e miricetina), assim como o0 agente derivatizante N,O-
Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida:trimetilclorosilano  (BSTFA:TMCS 99:1) foram
adquiridos pela Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Acetona, acetato de etila e
acetonitrila, todos de grau HPLC, foram obtidos pela TEDIA (Rio de Janeiro, RJ,
Brasil). As folhas de membrana plana de polipropileno (Tipo PP 1E (R/P), tamanho
de poro de 0,1 um e espessura de 100 pm) foram adquiridas da Membrana
(Wuppertal, Alemanha). A solucdo estoque de padrdes analiticos (50 mg L™*) foi

preparada em metanol, e armazenada a 4° C com abrigo de luz.

4.2 INSTRUMENTACAO

O método de separacdo esta de acordo com descrito por Zanetti et al®”,
2022. As analises cromatogréficas foram realizadas em cromatografo a gas, modelo
GC-2014, acoplado ao detector de ionizagdo em chama (GC/FID) (Shimadzu,
Quioto, Japao), com uma coluna capilar, de modelo DB-5ms (30,0 m x 0,250 mm X
0,25 um), de natureza nao polar, composta de 5% fenil-arileno e 95%
dimetilpolisiloxano, (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA). Gas hidrogénio
(99,999 % de pureza) foi utilizado como gas de arraste com fluxo de 1 mL min™. A
injecdo das solugdes foi realizada com o uso de uma microseringa Hamilton com
capacidade de 10,0 uL (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), em modo splitless (2,5
min). O volume de injecao foi de 1,0 pL. As temperaturas do injetor e do detector
foram mantidas em 250 °C e 300 °C, respectivamente. O programa de temperatura
foi iniciado em 60 °C durante 2 min. Foi aplicada uma taxa de aguecimento de 10 °C
min* até atingir 180 °C e, logo apos, a taxa de aquecimento foi reduzida para 6 °C
min* até a marca de 280 °C. A temperatura foi mantida constante por 2 min e, com a
taxa de 6 °C min*, a temperatura foi elevada até atingir 300 °C, onde foi mantida
constante por 15 min. A identificagcdo dos compostos foi realizada de acordo com o0s
seus respectivos tempos de retencéo, através da injecéo individual de cada derivado
trimetilsiloxano do respectivo composto fendlico.

Um moinho doméstico modelo PMCO1 (Philco, China) e uma peneira

granulométrica Granutest (ABNT: 12, Abertura: 1,68 mm, Tyler: 10) (Telastem
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Peneiras para Analises Ltda, S&o Paulo, SP, Brasil) foram utilizados para preparar
as amostras de folhas de cha. Um agitador magnético modelo DI-03 (DIST,
Florianopolis, SC, Brasil) foi usado para a fortificacdo da amostra. Uma seladora
manual GT778 (Lorben, Sédo Paulo, SP, Brasil) foi empregada para a selagem das
membranas microporosas de polipropileno. O banho ultrassonico modelo USC 1450
(Unique, Indaiatuba, SP, Brasil), com frequéncia de 25 kHz, foi utilizado para a
extracdo dos compostos fendlicos. Um agitador de tubos modelo AP56 (Phoenix,
Araraquara, SP, Brasil) foi usado para a homogeneizacdo das solucdes injetadas no

cromatdgrafo.

4.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4.3.1 Obtencdo da amostra e preparo da membrana

Cerca de 100 g de folhas de ch& verde foram obtidos em comércio local na
regido de Floriandpolis, SC. As folhas de cha foram trituradas e peneiradas com
auxilio de peneira granulométrica. A amostra foi mantida em frasco ambar, com
abrigo de luz e armazenamento em freezer a 4 °C. As membranas microporosas de
polipropileno foram seladas com auxilio de seladora manual. As dimensdes das

membranas foram fixadas em 1,5 x 1,5 cm.

4.3.2 Preparo da matriz fortificada

Para a fortificacdo das folhas de cha verde, foi utilizada uma solugéo
estoque de padrbes analiticos (acido vanilico, acido protocatecuico, acido siringico,
acido p-cumarico, acido galico, acido ferrulico, acido cafeico, (-)-epicatequina, (+)-
catequina, kaempferol e miricetina) de forma a obter uma concentracdo de 40 mg L™.
A amostra foi coberta por acetona e mantida sob agitacdo magnética durante duas
horas. A secagem da amostra foi realizada em capela e temperatura ambiente, até a

evaporacao total do solvente.
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4.3.3 Delineamento experimental

Figura 6 — Esquema geral para o procedimento de extracdo de compostos fendlicos em cha verde.

0 Amostra protegida @
. por membrana em 3 ull, ~=
solvente extrator » Extracdo em
— =" banho
— ultrassoénico
Adicdo do agente :
derivatizante \ 0 -

3 3 Andlise por
S— /

b ' il N GC/FID :
x RN YT
. ompa Ge reterch
Fonte: elaborado pela autora.

As membranas contendo 100 mg de amostra foram transferidas para frascos
de vidro, e 1,5 mL de uma mistura de acetona e acetato de etila (3:1 v/v) foram
adicionados, como mostra o primeiro momento na Figura 6 acima. Na segunda
etapa, os frascos foram mantidos em banho ultrassénico durante 30 min. Ao final da
extracdo, a membrana foi removida com auxilio de pinca e o extrato foi

armazenado.

4.3.4 Etapade derivatizacdo e analise cromatogréafica

A andlise de compostos fendlicos individuais foi realizada por cromatografia
gasosa com deteccdo por ionizacdo em chama (GC/FID). Anteriormente a analise,
140 pL de extrato foram separados do volume total de extrato (1,5 mL) e 60 pL de
agente derivatizante BSTFA:TMCS 1% foram adicionados ao extrato, de acordo com
a terceira etapa da Figura 6. As amostras foram agitadas com auxilio de agitador de
tubos durante 30 segundos para sua homogeneizagéo. Logo apos, 1 pL de amostra
foi inserido na porta do injetor do GC/FID, para derivatizacdo em condi¢cdes

otimizadas e analise cromatografica, representada pelo ultimo momento da Figura 6.
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4.4 COMPARAC}AO ENTRE PROCEDIMENTOS DE DERIVATIZA(;AO
4.4.1 Derivatizacdo em estufa

Para o procedimento de derivatizacdo em estufa, foi realizado o
procedimento descrito por Robles et al, 2019, Foram adicionados 200 uL da
solucdo padrao a 50 mg L* em metanol a um vial de 2,0 mL. A solugéo foi seca sob
fluxo de nitrogénio e foram adicionados 30 pL do agente derivatizante ao frasco de
vidro. A amostra foi homogeneizada com auxilio de vortex durante 30 segundos e
lavada a estufa durante 30 min a 35 °C. Logo apds, foram adicionados 170 pL de
acetona a solucéo, que foi deixada em estufa por mais 15 min a 35 °C. Finalmente,
uma aliquota de 1 uL foi injetada no cromatografo.

4.4.2 Derivatizacdo em injetor

Para a derivatizagdo em injetor, foram adicionados 200 pL da solugéo padrao
a 50 mg L' em metanol a um vial de 2,0 mL. Ap6s o procedimento de secagem,
foram adicionados 170 pL de acetona e 30 pL do agente derivatizante ao frasco
contendo os analitos. A solucéo foi agitada em vortex durante 30 segundos e uma
aliquota de 1 pL foi injetada no cromatdgrafo, com a temperatura do injetor fixada
em 280 °C.

4.5 OTIMIZACAO DO METODO
4.5.1 Otimizacdo dos parametros de derivatizacao

Para determinacdo das condi¢cdes otimas de derivatizacdo em injetor foi
utilizado um planejamento de composto central, e os parametros avaliados foram:
temperatura do injetor, tempo de splittess e volume de agente derivatizante. As
variaveis utilizadas no planejamento estdo descritas na Tabela 2. Em um vial de 2,0
mL, foram adicionados 100 pL da solucao estoque de compostos fendlicos (50 mg L
) e o solvente foi seco em fluxo de gas nitrogénio. Os analitos foram ressuspendidos
em acetona e o0 agente derivatizante foi adicionado. A amostra foi homogeneizada
com auxilio de vértex durante 30 segundos e uma aliquota de 1,0 L foi injetada em

cromatografo a gas.
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Tabela 2: Planejamento Composto Central para otimizacdo dos parAmetros de derivatizacdo

em injetor.
Experimento Temperatura do injetor Tempo de splitless Volume de agente
(°C) (min) derivatizante (uL)
1 265 1,0 20
2 265 2,0 20
3 265 1,0 60
4 265 2,0 60
5 295 1,0 20
6 295 2,0 20
7 295 1,0 60
8 295 2,0 60
9 255 1,5 40
10 305 1,5 40
11 280 1,5 6,0
12 280 1,5 74
13 280 0,7 40
14 280 2,3 40
15 280 1,5 40
16 280 1,5 40
17 280 1,5 40

Fonte: elaborado pela autora.

4.5.2 Otimizacdo do solvente de extracao

A escolha do solvente de extracdo foi determinada a partir de um
planejamento de misturas de superficie ternaria Simplex Lattice. Os seguintes
solventes organicos foram avaliados: acetato de etila, acetona e acetonitrila. As

variaveis utilizadas no planejamento estao descritas na Tabela 3.

Tabela 3: Planejamento de misturas de superficie ternaria Simplex Lattice para escolha do

solvente de extragéo.

Experimento Acetato de etila Acetona Acetonitrila
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



35

0,33 0,33 0,33
9 0,33 0,33 0,33

Fonte: elaborado pela autora.

4.5.3 Otimizacéo dos parametros de extracao por UASE-PMSS
A otimizacédo dos parametros de extracdo volume de solvente e tempo de
extracao foi realizada através de um planejamento Doehlert. As variaveis utilizadas

no planejamento estao descritas na Tabela 4.

Tabela 4: Planejamento Doehlert para otimizacdo do volume de solvente e tempo de

extracao.
Experimento Volume de solvente (uL) Tempo de extragdo (min)
1 3000 15
2 1280 30
3 4720 30
4 1280 60
5 4720 60
6 3000 75
7 3000 45
8 3000 45
9 3000 45

Fonte: elaborado pela autora.

4.6 AVALIAQAO DA QUALIDADE DO METODO

As curvas de calibracdo foram construidas a partir de adicdo de padréo. As
solucdes de calibracao foram preparadas adicionando padrdes aos extratos obtidos,
em uma faixa de concentracdo de 0,5 a 10,0 mg L*. A extracdo dos analitos foi
realizada em triplicata (n=3), utilizando condicbes otimizadas, seguida pela
derivatizacado em injetor e analise por GC/FID para identificacdo e quantificacdo dos
analitos. Os parametros avaliados foram faixa linear de trabalho, coeficiente de
correlacao (R), limite de detecgcéo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ) e preciséo
intradia e interdia.

O LOD foi calculado como sendo 3,3 vezes o desvio padrdao da menor
concentracéo da curva de calibracéo dividido pelo coeficiente angular da equacgao da
reta obtida pela curva de calibracdo, como mostra a Equacdo 1, e o LOQ foi
calculado como 10 vezes o desvio padrao pelo coeficiente angular (Equagéao 2)#. A
precisao intradia foi calculada com base no desvio padréo relativo (DPR) das areas

dos analitos em trés niveis de concentragdo. A precisdo interdia foi calculada pelo
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DPR em um nivel de concentracdo. Os valores foram estabelecidos como aceitaveis
quando inferiores a 20 %, de acordo com a AOAC.?!
3,3s

LOD = — Equacéao 1

a

LOQ = % Equacéao 2

A andlise do carater sustentavel da técnica de extracao foi avaliada através
do software AGREEprep, desenvolvido em Python versdo 3.8 (Python Software
Foundation, EUA).

4.7 AVALIACAO ESTATISTICA

Foram feitas andlises multivariadas através do software Statistica verséo
13.3 (StatSoft Inc., EUA). Os tratamentos estatisticos foram feitos por meio de
analises de superficie de resposta e analises de variancia (ANOVA). Os resultados

foram expressos como média geométrica + desvio padrao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 SEPARACAO CROMATOGRAFICA

Para avaliar a separacdo cromatografica dos analitos em estudo, foi
realizada a injecdo de 1 pL de solucdo padrdo contendo os compostos fenolicos
acido vanilico, acido protocatecuico, acido siringico, acido p-cumarico, acido galico,
acido ferrulico, acido cafeico, (-)-epicatequina, (+)-catequina, kaempferol e miricetina
na concentracdo de 25 mg L™, preparada em acetona. A injecdo foi realizada em
modo splitless, com tempo de 2,5 minutos e temperatura do injetor a 250 °C.

Através do cromatograma obtido, observa-se que a separagado
cromatografica ocorreu com boa resolucdo. Os analitos foram identificados através
do tempo de retencdo e estdo representados por numeros na Figura 7. Através de
uma separacao eficiente dos analitos, foi possivel dar inicio ao desenvolvimento do

método analitico.

Figura 7: Cromatograma da separacdo dos 11 compostos fendlicos de trabalho. 1 - Acido
vanilico; 2 - Acido protocatecuico; 3 - Acido siringico; 4 - Acido p-cumarico; 5 - Acido galico; 6 - Acido
ferralico; 7 - Acido cafeico; 8 — (-)-Epicatequina; 9 — (+)-Catequina; 10 — Kaempferol; 11 — Miricetina.
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5.2 COMPARAC}AO ENTRE PROCEDIMENTOS DE DERIVATIZA(;AO

Foi realizada a comparagcdo entre os métodos de derivatizacdo
convencional, em estufa, e derivatizacdo proposta, em injetor. Para avaliar a
eficiéncia dos dois procedimentos, foi utilizada a solucdo estoque contendo os
analitos a 50 mg L*. Os experimentos foram realizados em duplicata e o resultado foi
expresso como a média geométrica das areas obtidas em cada analise. Na Figura 8
se encontram os cromatogramas obtidos para os dois procedimentos. A resposta
analitica para derivatizacdo em injetor foi mais eficiente em comparacdo com a

derivatizacdo em estufa, resultando em uma melhor resposta analitica.

Figura 8: Cromatograma de comparacéo obtido para reacéo de derivatizagcdo em estufa (em

rosa) e derivatiza¢do em injetor (em azul).

17.5 20.0 225 250 2758 30,0 323 3350 375 40,0 4235 450 min

Fonte: elaborado pela autora.

by

Agentes derivatizantes sdo sensiveis a umidade e sua exposi¢cdo ao ar
atmosférico acarreta degradacdo do reagente e dos derivados formados. Sendo
assim, a melhoria da resposta analitica para a derivatizacdo em injetor pode ser
justificada pela diminuicdo do tempo de exposicdo do agente derivatizante entre o
preparo de amostra e a analise em si. No procedimento realizado em estufa, o
agente derivatizante permanece reagindo com a amostra por 45 minutos,
aumentando o risco de degradacdo. Além disso, a temperatura na reacdo em injetor

foi oito vezes maior do que na reacdo em estufa, 0 que aumenta a velocidade de
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reagdo com o0 aumento da energia cinética dos reagentes.”” Na Figura 9 estdo
expressos, em forma de graficos de barra, os resultados obtidos através da média

geométrica das areas dos picos dos analitos.
Figura 9: Grafico de barras obtido pela reacdo de derivatizacdo de compostos fenélicos em
injetor e em estufa (n = 2).
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Fonte: elaborado pela autora.

Por fim, a derivatizacdo em injetor diminuiu etapas no preparo de amostra e

aumentou a frequéncia analitica do método proposto.

5.3 OTIMIZAGAO DO METODO PROPOSTO
5.3.1 Otimizacdo dos parametros de derivatizacao

Apés a comprovacdo da eficiéncia da derivatizagdo em injetor, foram
otimizadas as principais variaveis do procedimento: volume de agente derivatizante,
tempo de splitless e temperatura do injetor. A otimizagao foi realizada a partir de um
planejamento Composto Central, onde os experimentos foram conduzidos de acordo
com a Tabela 2, tépico 4.5.1.

A partir da média geométrica da area dos picos dos analitos, foram geradas

as superficies de resposta presentes na Figura 10. O coeficiente de correlacdo para
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a funcdo quadratica obtida foi de 0,9676, indicando um bom ajuste dos parametros
ao modelo matematico aplicado.

Figura 10: Superficies de resposta obtidas a partir do planejamento Composto Central para

as variaveis: (a) volume de derivatizante BSTFA e temperatura, (b) tempo de splitless e volume de
derivatizante BSTFA, (c) tempo de splitless e temperatura.
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Fonte: elaborado pela autora.

As regides das superficies em vermelho indicam os valores de melhor
resposta analitica. O aumento da resposta analitica para maiores volumes de
BSTFA:TMCS (99:1) pode ser pode ser observado nas Figuras 10(a) e 10(b). A
quantidade significativa de analitos em solucdo exige uma alta concentracdo de

agente derivatizante. O volume de agente derivatizante BSTFA:TMCS foi fixado em
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60 pL, j& que, de acordo com as superficies de respostas acima, melhores respostas
analiticas foram obtidas a partir dessa faixa e o0 método visa a minimizagéo do gasto
de reagentes.

Quando avaliada a temperatura com o volume de agente derivatizante
observou-se que o intervalo de temperatura estudado n&o influenciou na melhoria da
resposta analitica, como mostra a Figura 10(a). Isso ocorre porgue os parametros de
temperatura e volume de agente derivatizante ndo s&o significativos quando
combinados entre si, como mostra o grafico de Pareto na Figura 11. Nesse gréfico,
as variaveis significativas para a melhora do sinal analitico ultrapassam o valor de
efeito minimo, indicado pela linha tracejada.

Ao avaliar o tempo de splittess com a temperatura, notou-se a melhora da
resposta com o aumento do volume de agente derivatizante, sendo pouco
significativa a variacdo no intervalo de tempo de splitless. Isso mostra o volume de
agente derivatizante é a variavel de maior representacdo para a otimizacdo em
injetor, como pode ser confirmado pelo Grafico de Pareto abaixo, onde a variavel
volume possui maior valor de significancia.

Pela Figura 10(c), observa-se um aumento da resposta analitica para
menores valores de temperatura e maiores intervalos de tempo de splitless. As
condicbes inversas, ou seja, maior temperatura de injetor e menor tempo de
splitless, também resultam na melhora da resposta analitica. Isso pode ser explicado
pela relacdo entre expor os analitos por um tempo prolongado a altas temperaturas
ou um tempo curto em temperatura mais branda. Na primeira situacdo, poderia
ocorrer a degradacao dos analitos por falta de estabilidade térmica. Ja na segunda,
a derivatizacao seria prejudicada pelo pouco tempo de exposicado entre os analitos e

o derivatizante, sem energia térmica alta o suficiente para acelerar a reacao.
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Figura 11: Grafico de Pareto gerado a partir do planejamento Composto Central para as
variaveis: (1) temperatura, (2) volume de agente derivatizante, (3) tempo de splitless.
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Fonte: elaborado pela autora.

5.3.2 Otimizacédo do solvente de extracao

A escolha de um solvente adequado para extracdo é de extrema importancia
para garantir uma migracao eficiente das substancias de interesse presentes na
amostra para a fase liquida. Para a escolha do melhor solvente de extracdo dos
compostos fenolicos, foi realizado um planejamento de misturas de superficie
ternaria Simplex Lattice, e os solventes escolhidos foram acetonitrila, acetato de etila
e acetona. Os experimentos foram conduzidos de acordo com a Tabela 3, tépico
4.5.2.

A superficie ternaria foi gerada a partir da média geométrica das areas dos
picos dos analitos. O coeficiente de correlacdo para a funcdo quadréatica foi de
0,9894, demonstrando um bom ajuste dos dados ao modelo matemético aplicado. A

Figura 12 mostra a superficie de resposta obtida a partir deste planejamento.
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Figura 12: Superficie ternaria Simplex Lattice obtida para a otimizacdo da escolha do

solvente de extracgao.
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Fonte: elaborado pela autora.

A partir do diagrama ternario, observou-se a melhora da resposta analitica
para maiores fragcdes de acetona, com o acetato de etila contribuindo parcialmente
para a eficiéncia da extracdo. Assim, determinou-se que a melhor condicdo para a
fase extratora € uma mistura de acetona e acetato de etila (3:1 v/v).

A melhora da resposta observada pela mistura de solventes pode ser
explicada pela estrutura quimica dos analitos: flavonoéides e acidos fendlicos. Essas
classes de substancias sdo compostas por cadeias hidrocarbonicas podendo conter
diferentes nimeros dos grupos ionizaveis hidroxila e carboxila. Ou seja, apesar de
possuirem grupos polares e serem capazes de formas ligacdes de hidrogénio, sédo
substancias de baixa polaridade e possuem maior afinidade com solventes
organicos. Estdo presentes na Tabela 5 os solventes utilizados no planejamento
Simplex Lattice e seus momentos dipolo, sendo que momentos dipolo maiores

configuram solventes mais polares.

Tabela 5: Solventes escolhidos para otimizag&o e seus respectivos momentos dipolo.

Solvente Momento dipolo (D)
Acetato de etila 1,81
Acetona 2,88
Acetonitrila 3,92

Fonte: adaptado de Chang, 2011"" e Woodall et al, 2007."%
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Conclui-se entdo que a extracdo para compostos fendlicos ocorre com maior
eficiéncia em solventes menos polares, sendo a acetonitrila muito polar para
interagir com as cadeias hidrocarbbénicas dos analitos. Além disso, é necessario
levar em consideracao o efeito do solvente sobre a membrana, de natureza apolar.
A melhora da resposta analitica pela adicdo de uma fracdo do solvente menos polar,
acetato de etila, pode ser explicada pela afinidade desse solvente com a membrana
de polipropileno.

Ademais, a Figura 13 abaixo mostra o Grafico de Pareto obtido a partir do
planejamento experimental, onde é possivel observar a maior influéncia de acetona

sobre a otimizagao.

Figura 13: Grafico de Pareto obtido para os parametros estatisticamente significativos no
planejamento experimental Simplex Lattice.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Média Geométrica
3 Factor mixture design; Mixture total=1,, 8 Runs
DV: Média Geométrica; MS Residual=2292713,

(B)Acetona 30,17793

(A)Acetonitrlla 16,647

(C)Acetato de Etlla 1 4 66962

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Fonte: elaborado pela autora.

5.3.3 Otimizacdo dos parametros de extracao

A otimizagdo dos parametros de extracdo foi realizada através de um
planejamento Doehlert, onde as variaveis estudadas foram tempo de extracdo e
volume de solvente de extracdo. Os experimentos foram conduzidos de acordo com
a Tabela 4, topico 4.5.3. A superficie de resposta foi gerada a partir da média

geomeétrica da area dos analitos em estudo. O coeficiente de correlacdo para a
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funcd@o quadrética obtida foi de 0,9978, mostrando que os parametros se ajustaram
bem ao modelo matematico aplicado. A Figura 14 mostra a superficie de resposta
gerada a partir do planejamento Doehlert.

Figura 14: Superficie de resposta obtida a partir do planejamento Doehlert.

RO R

Fonte: elaborado pela autora.

A partir do gréafico obtido, observou-se melhora da resposta analitica para
menores volumes de solvente e tempos mais longos de extracdo. Um volume menor
de solvente utilizado na extragdo permite maior pré-concentracdo dos analitos, que é
um dos principais objetivos dentro do preparo de amostra. Sendo assim, o volume
de solvente foi fixado em 1,5 mL, ja que deve ser levado em consideracdo o
recobrimento total da membrana microporosa pelo solvente extrator.

O tempo maior de extracdo favoreceu a resposta analitica porque permite o
contato prolongado entre a amostra e o solvente extrator, o que permite a migragao
de maiores quantidades das moléculas em estudo. Entretanto, tempos muito longos
prejudicam a frequéncia analitica do método. Dessa forma, o tempo de extracdo foi
fixado em 30 minutos, onde ja é possivel observar uma boa resposta analitica. O
Grafico de Pareto para o planejamento Doehlert se encontra na Figura 15 abaixo,

onde é perceptivel a maior influéncia da variacdo de volume em relacéo a resposta
analitica.
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Figura 15: Grafico de Pareto obtido para os parametros estatisticamente significativos no
planejamento experimental Doehlert.
Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Média geométrica

2 factors, 1 Blocks, 8 Runs; MS Residual=6680443,
DV: Média geométrica

(1)Volume (uL)(L) 24,582

Volume (uL)(Q) 13 63245

(2)Tempo (min)(L) 10 97054

1Lby2L 366062

Tempo (min)(Q) 3 5 2613

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Fonte: elaborado pela autora.

5.4 AVALIACAO DA QUALIDADE DO METODO

Os parametros analiticos foram avaliados sob as condicbes experimentais
de extracdo e derivatizagdo otimizadas. Para a extracao, utilizou-se uma mistura de
acetona:acetato de etila (3:1 v/v) a um volume de 1,5 mL. A extracédo foi realizada
em banho ultrassénico durante 30 minutos. Para a derivatizacao dos analitos, optou-
se por realizar a reacdo em injetor, com 60,0 pL do agente derivatizante
BSTFA:TMCS, temperatura do injetor a 250 °C e tempo de splitless de 2,5 minutos.
Inicialmente, foram construidas curvas de calibracdo por adicdo de padrdo. A
amostra de cha verde foi fortificada com a solucéo estoque contendo 0os compostos
fendlicos &cido vanilico, acido protocatecuico, &cido siringico, acido p-cumarico,
acido galico, acido ferrdlico, acido cafeico, (-)-epicatequina, (+)-catequina,
kaempferol e miricetina em diferentes niveis de concentracdo. Os parametros
analiticos avaliados se encontram na Tabela 6. Os coeficientes de correlacdo
variaram entre 0,9650 e 0,9983, o que indica um bom ajuste linear em toda a faixa
de trabalho. Os limites de deteccdo variaram entre 0,01 mg L* para o acido
protocatecuico e 0,49 mg L* para o acido cafeico. Ja os limites de quantificacéo
variaram entre 0,04 mg L* para o acido protocatecuico e 1,48 mg L* para o &cido

cafeico.
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Tabela 6: Faixas lineares de trabalho, equagdes lineares, coeficientes de correlacéo, limites
de deteccao e de quantificacdo e concentracdes de compostos fendlicos em extrato de cha verde

para 11 compostos fendlicos.

Concentracéo de

Analito Eil)t(g:algﬁ)r (rrl;g(;)[L)'l) (nl;g?_l) R Equacéo linear fgr?cr’n irz:%sst(;;
(mg L% extrato
] (mg L)
Acido vanilico 0,5-10,0 0,43 1,31 0,9859 y = 19098x - <LOD
21181
Acido 0,5-10,0 0,01 0,04 0,9960 y = 56660x - 0,31 (£ 9,7 %)
protocatecuico 17510
Acido siringico 0,5-10,0 0,12 0,35 0,9798 y = 19500x - <LOD
17632
Acido p-cuméarico  0,5-10,0 0,26 0,79  0,9893 y = 15533x - <LOD
44592
Acido galico 0,5-10,0 0,04 0,11 0,9958 y = 26581x + 2,19 (£ 12,2 %)
58147
Acido ferrdlico 0,5-10,0 0,21 0,62 0,9857 y=11466xX- <LOD
17819
Acido cafeico 0,5-10,0 0,49 1,48 0,9928 y = 45960x - <LOD
41416
(-)-Epicatequina 0,5-10,0 0,31 0,95 0,9764 y = 3800x + 5,41 (£ 8,6 %)
20543
(+)-Catequina 0,5-10,0 0,06 0,19 10,9839 y=13032x + 0,89 (£ 2,0 %)
11650
Kaempferol 0,5-10,0 0,22 0,67 0,9983 y = 28554x + <LOD
37831
Miricetina 0,5-10,0 0,34 1,02 09650 y=30709x — <LOD
11009

Fonte: elaborado pela autora.

Foram calculadas as concentracdes dos compostos fendlicos nos extratos
de cha verde por meio da extrapolacdo das curvas de calibragdo. Somente quatro
dos onze analitos foram identificados: acido protocatecuico (0,31 mg L*), acido
galico (2,19 mg L"), (-)-epicatequina (5,41 mg L") e (+)-catequina (0,89 mg L*). N&o
foi possivel quantificar a concentracdo desses analitos na amostra sélida do cha
verde uma vez que, para isso, seria necessaria a avaliacdo prévia da recuperacao
do método analitico, a qual ndo foi desenvolvida como sera abordado a seguir.

Entretanto, a quantificacdo de analitos no extrato organico obtido pela UASE-PMSS
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pressupde a existéncia desses analitos em quantidades significativas nas folhas de
cha verde.

De acordo com a literatura, os flavonoides majoritariamente encontrados em
cha verde fazem parte da subclasse de flavanois, onde estdo classificadas a (-)-
epicatequina e a (+)-catequina, sendo a epicatequina uma das principais
responsaveis pelo teor fenodlico em ché verde.™ Como pode ser visto na Tabela 6, a
(-)-epicatequina foi o analito com maior concentracdo em extrato, a 5,41 mg L*. A
(+)-catequina apresentou uma concentracdo significativa de 0,89 mg L*. As
catequinas possuem alta capacidade de sequestro de radicais livres e estao
associadas as propriedades antioxidantes, antimutagénicas e quimiopreventivas
presentes em cha verde. O acido galico, quantificado em 2,19 mg L™ no extrato
organico, é classificado juntamente com as catequinas como uma das substancias
com maior efeitos benéficos encontrados em ché verde gracas a sua habilidade de
sequestrar radicais livres.® J4 o 4cido protocatecuico, com concentracdo de 0,31 mg
L™ no extrato, é conhecido por induzir o crescimento de proteinas responsaveis por
combater o estresse oxidativo no organismo.”® Os demais analitos de trabalho

apresentaram concentragdes abaixo do limite de deteccéo.

Tabela 7: Precis@es intradia e interdia para amostra comercial de cha verde.

o Preciséo o )
Analito Fortificacdo intradia (%) Preciséo interdia
(mg L% (%) n =6
n=3

1,50 29 -
Acido vanilico 4,50 13 -
7,50 9 21
1,50 6 -
Acido protocatecuico 4,50 3 -
7,50 6 6
1,50 21 -
Acido siringico 4,50 18 -
7,50 4 5
3,00 21 -
Acido p-cumarico 4,50 14 -
7,50 8 9
1,50 30 -

Acido galico
4,50 1 -



49

7,50 6 6

1,50 21 -

Acido ferralico 4,50 16 -
7,50 3 5

1,50 16 -

Acido cafeico 4,50 5 -
7,50 5 6

1,50 1 -

(-)-Epicatequina 4,50 1 -
7,50 9 35

1,50 16 -

(+)-Catequina 4,50 1 -
7,50 2 34

1,50 23 -

Kaempferol 4,50 10 -
7,50 9 11

3,00 6 -

Miricetina 4,50 12 -
7,50 1 31

Fonte: elaborado pela autora.

O desempenho do método analitico também foi avaliado por meio de
ensaios de precisao intra e interdiarios. Os resultados foram expressos por meio do
desvio padrao relativo (DPR %) da resposta analitica. De acordo com a AOAC, séo
considerados aceitaveis valores de DPR iguais ou menores que 20 %. A precisao
intradia foi realizada em trés niveis de concentracdo, enquanto a precisao interdia foi
avaliada em um nivel de concentracdo. Os dados obtidos pelos ensaios de precisdo
encontram-se na Tabela 7.

Tanto na precisao intradia quanto interdia, observou-se valores de desvio
padrdo relativo acima do recomendado para alguns analitos. O alto desvio pode
estar relacionado com etapas do preparo de amostra, como a reacdo de
derivatizacdo, onde a presenca de agua residual é capaz de degradar o agente
derivatizante e seus derivados formados. Além disso, o efeito de matriz pode ter
influenciado os ensaios de precisdo."”

Foi proposta a avaliacado da exatiddo do método analitico através de ensaios
de recuperacdo. Na primeira tentativa, os valores de recuperacdo ficaram muito

abaixo dos limites aceitaveis de acordo com o0s parametros estabelecidos pela



50

AOAC. Primeiramente, foi cogitado o sangramento da coluna cromatogréfica por
conta de seu tempo de uso, o0 que poderia causar incertezas nos resultados obtidos.
Dificuldades encontradas na fortificacdo dos analitos na etapa experimental também
influenciaram na néo realizacdo do ensaio de recuperacdo. Em uma segunda
tentativa, o equipamento apresentou problemas na estabilizagdo do programa de
temperatura, o que impossibilitou a obtencédo dos resultados de recuperagédo. Por
conta das dificuldades encontradas ao longo da avaliagdo dos parametros analiticos,
nao foi possivel avaliar se os valores fora dos limites de aceitacdo estavam
relacionados com o equipamento ou com o0 método analitico em si.

Em relagcdo ao método, especula-se a existéncia de efeitos de matriz na
amostra de cha verde, que poderiam ser a causa de interferéncia na quantificacdo
dos analitos, podendo causar a supressdo ou enriquecimento do sinal analitico, ndo
s6 nos ensaios de recuperagdo, mas também na avaliacdo da precisdo. O efeito de
matriz € comumente reportado em amostras bioldgicas devido a sua composi¢cao
complexa, sendo dependente da natureza da amostra e das caracteristicas fisico-
guimicas dos analitos de estudo, como polaridade, peso molecular, estabilidade
térmica e volatilidade. A presenca de co-extrativos, como 6leos essenciais por
exemplo, pode ter acarretado efeito de matriz pronunciado na analise do extrato de
cha verde. A membrana microporosa é capaz de reter macromoléculas, mas
interferéncias causadas por moléculas de baixa massa molar podem ter causado a
supressédo do sinal analitico. Além disso, condi¢cdes cromatograficas também podem
influenciar no efeito de matriz, com destaque para o injetor, onde a injecéo a quente
pode causar uma competicdo entre 0s analitos e co-extrativos pelos sitios
adsorventes do liner do injetor.”

Devido aos contratempos encontrados ao longo do projeto, ndo foi possivel
avaliar a exatiddo do método. Dessa forma, propde-se a continuidade deste
trabalho, com a realizacdo de novos ensaios de recuperacdo em outro equipamento

cromatografico.

5.4.1 Avaliacdo da métrica verde para preparo de amostra

O carater ambientalmente amigavel do preparo de amostra realizado neste
trabalho foi avaliado através da ferramenta métrica AGREEprep. A ferramenta leva
em consideracdo os 10 principios da Preparo de Amostra Verde®™ e pontua o

preparo de amostra de acordo com o impacto ambiental entre O (maior impacto) e 1



51

(menor impacto). O resultado é expresso através de um pictograma, onde a cor
verde indica maior adequacgdo a Quimica Analitica Verde e a cor vermelha, baixa
adequacdo. As areas das barras estdo relacionadas com a maior ou menor
influéncia de cada etapa dentro de um método analitico.® A Figura 16 mostra o
pictograma obtido através da ferramenta AGREEprep para o preparo de amostra
atraves da técnica UASE-PMSS com derivatizagdo em injetor.

Figura 16 — Pictograma obtido para avaliacdo da métrica analitica verde do preparo de

amostra obtido pela ferramenta AGREEprep.

R

Fonte: elaborado pela autora.

A pontuacao obtida para o preparo de amostra desenvolvida pela extracao
UASE-PMSS com derivatizacdo em injetor foi de 0,56. Algumas limitacbes da
técnica de preparo de amostra estdo relacionados com o local do preparo de
amostra, conduzido de forma ex situ neste trabalho, a falta de uma porcentagem
significativa de materiais com capacidade de serem reutilizados, uma vez que a
membrana porosa deve ser descartada ap0s a extracdo, e, por fim, o uso de
cromatografia gasosa e derivatizagcdo para analise dos analitos. Entretanto, cabe
ressaltar que o preparo de amostra ex situ é caracteristico de analise de compostos
fendlicos em cha, além de que as membranas utilizadas possuem dimensdes de
somente 1,5 cm x 1,5 cm e, ainda, a derivatizacado contribuiu para integracdo do
procedimento pela diminuicdo de etapas envolvidas no preparo de amostra,

pontuando positivamente para o método.
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Os destaques do preparo de amostra de acordo com o AGREEprep estéo
relacionados com a baixa quantidade de amostra, apenas 100 mg de amostra sdo
necessarios, baixo volume de solventes e residuos gerados no procedimento. A
frequéncia analitica da extragcdo também pontuou de forma significativa, uma vez
que, em banho ultrassoénico, € possivel realizar 18 extracdes dentro do periodo de 1

hora.

5.5 COMPARACAO COM OUTROS TRABALHOS

A técnica de extracdo UASE-PMSS traz como proposta um método de
extracdo ambientalmente amigavel para extracdo em fase sélida, com reducdo na
guantidade de reagentes utilizadas e eliminacdo de etapa de dessorcdo, comum
entre técnicas de extracdo em fase sdlida.

Na Tabela 8 abaixo, consta uma comparacdo entre métodos utilizados para
extragdo de compostos fendlicos em folhas de cha verde reportados nos ultimos
anos. Observa-se gque os limites de deteccdo obtidos neste trabalho sdo proximos
guando comparados com os das outras técnicas de extracdo, em faixas lineares em

mesma ordem de grandeza.

Tabela 8: Aplicacdo de diferentes métodos na analise e detec¢do de compostos fendlicos

em cha verde.

Método Faixa linear (mg L™) LOD (mg L") Referéncia
UASE-PMSS e GC/FID 0,5-10,0 0,01 - 0,50 Este trabalho
UAE e HPTLC 1,0-5,0 0,61 —0,96 ASHRAF et al, 2023.1%
U-SPE e HPLC/DAD 2,0 —200,0 0,09 -0,23 YUAN et al, 2023.1¢
RP-HPLC/DAD 0,3-5,0 0,07 -0,12 AZEVEDO et al, 2019.1*"

Fonte: elaborado pela autora.
Legenda: UASE-PMSS (Extracdo com Solvente Assistida por Ultrassom de Amostras Solidas
Empacotadas com Membrana Microporosa de Polipropileno); GC/FID (Cromatografia Gasosas com
Detector por lonizacdo em Chama); UAE (Extracdo Assistida por Ultrassom); HPTLC (Cromatografia
em Camada Delgada); p-SPE (Extracdo em Fase Microsolida); HPLC/DAD (Cromatografia Liquida
com Deteccgédo por Arranjo de Diodo); RP-HPLC/DAD (Cromatografia Liquida de Fase Reversa com

Deteccdo por Arranjo de Diodo).
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6 CONCLUSAO

O protocolo de extracado desenvolvido através da técnica UASE-PMSS com
derivatizacdo em injetor apresentou resultados satisfatérios para extracdo e
deteccdo de onze compostos fenolicos em folhas de cha verde. A membrana de
polipropileno traz uma nova abordagem de extragdo em fase soélida através de uma
técnica miniaturizada e sem o emprego de adsorventes. A UASE-PMSS apresenta
como vantagens a reducdo no volume de solventes organicos e de amostra, de
acordo com os principios do Preparo Verde de Amostra. Além disso, a extracdo em
banho ultrassdnico contribui significativamente para a frequéncia analitica.
Comparada com outras técnicas verdes de extracdo em fase solida, a UASE-PMSS
dispensa o uso de adsorventes, eliminando as etapas de adsorcdo e dessorcao.
Além disso, a derivatizacdo em injetor permitiu a analise de compostos fendlicos por
GC/FID de forma eficiente, com integracdo de etapas, aumento na frequéncia
analitica do método e melhora de resposta analitica.

Por meio da otimizacdo multivariada dos parametros de extracdo e
derivatizacdo, foi possivel compreender o nivel de influéncia das variaveis na
resposta analitica e obter as condigBes 6timas para realizagdo do procedimento. As
curvas de calibracdo construidas para os 11 compostos fenélicos apresentaram boa
linearidade e correlacdo, com os valores de R igual ou maior que 0,9650. Os limites
de deteccdo variaram entre 0,01 mg L™ e 0,49 mg L* e os limites de quantificacdo
variaram entre 0,04 mg L* e 1,48 mg L*. Por meio da ferramenta AGREEprep, 0
carater ambientalmente amigavel do preparo de amostra foi avaliado com nota 0,56.

As precis@es intradia e interdia ficaram dentro da faixa aceitavel pela AOAC
para grande parte dos analitos. Contratempos envolvendo o cromatografo a gas
utilizado neste trabalho impossibilitaram a realizacdo do ensaio de recuperacéao, ja
que néo foi possivel concluir a causa da supressado do sinal analitico. Portanto, é
proposta a continuacdo do desenvolvimento do método por novo ensaio de
recuperacdo em diferente equipamento analitico.

Ademais, o desenvolvimento parcial do método analitico permitiu a avaliacdo
da técnica UASE-PMSS e derivatizacdo em injetor como nova abordagem de
extracdo para compostos fendlicos em folhas de cha verde, através do preparo de

amostra baseado nos principios da Quimica Analitica Verde.
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