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RESUMO

Eugenia uniflora L., conhecida como pitanga, € uma planta nativa do Brasil com uma
série de propriedades terapéuticas em razdo de seus metabolitos secundarios
constituintes. Para extracdo de compostos bioativos, estudos metabolémicos e
andlises cromatogréficas envolvendo essa matriz complexa, historicamente tém sido
empregados metodologias e solventes de eficiéncia questionavel, elevado custo
associado e impacto negativo para 0 meio ambiente e a saude do analista.
Considerando que isso representa um cenario anacrénico para o estudo e exploracao
racional da diversidade micromolecular presente em plantas terapéuticas, o presente
trabalho prop6e metodologias ambientalmente amigaveis e eficientes para extracéo e
analise do metaboloma das folhas de pitanga. Uma perspectiva holistica foi
empregada, de modo que planejamentos experimentais robustos, respostas
apropriadas que visam simultaneamente a eficiéncia analitica e ambiental (Green
Chromatographic Fingerprinting e HPLC Environmental Assessment Tool), solventes
considerados verdes (bioetanol e solventes eutéticos naturais profundos) e uma
metodologia extratora consagrada por sua eficiéncia (irradiacdo por microondas)
foram empregados como um contraponto aos processos dispendiosos e impactantes
geralmente envolvidos no estudo dessa espécie. Desenvolveu-se um método
cromatografico empregando bioetanol como modificador orgéanico (5,26% a 52,63%
de bioetanol em 30 minutos), seguido por uma metodologia extratora otimizada (47
minutos de irradiagdo microondas a 800W, 39°C e 0,05:1 de razdo entre o material
vegetal e o solvente eutético natural profundo cloreto de colina: &cido latico na razdo
molar 1:3 contendo 20% de agua em massa, empregado como meio extrator). Os
métodos cromatografico e de extracdo apresentaram maior eficiéncia e menor impacto
ambiental em comparacdo com metodologias ou solventes de referéncia e podem
mover instituicdes regulatérias, farmacopeias e o setor académico e industrial a
realmente empregarem metodologias de vanguarda no aspecto analitico e ambiental

para exploracdo adequada da biodiversidade brasileira.

Palavras-chave: Plantas medicinais, Quimica verde, Planejamento de experimentos,

Sustentabilidade, Biodiversidade



ABSTRACT

Eugenia uniflora L., known as pitanga, is a plant native from Brazil with several
therapeutic properties related to its secondary metabolites. For the extraction of
bioactive compounds, metabolomic studies and chromatographic analyzes involving
this complex matrix, methodologies and solvents of questionable efficiency, high
associated cost and negative impact on the environment and the health of analysts
have been historically used. Considering that this represents an anachronistic scenario
for the study and rational exploitation of the micromolecular diversity present in
therapeutic plants, the present work proposes environmentally friendly, and efficient
methodologies for extracting and analyzing the metabolome of the pitanga leaves. A
holistic perspective was used, so robust experimental designs, appropriate responses
that aim simultaneously at the analytical and environmental efficiency (Green
Chromatographic Fingerprinting and HPLC Environmental Assessment Tool), green
solvents (bioethanol and natural deep eutectic solvents) and an established extractive
methodology well-known by its efficiency (microwave irradiation) were used as a
counterpoint to the expensive and impacting processes usually involved in the study
of this species. A chromatographic method was developed using bioethanol as an
organic modifier (5.26%-52.63% bioethanol in 30 minutes), followed by an optimized
extraction methodology (47 minutes of microwave irradiation at 800W, 39 ° and 0.05
: 1 of ratio between the plant material and the natural deep eutectic solvent choline
chloride: lactic acid in molar ratio 1: 3 containing 20% water by mass, used as an
extraction medium). Chromatographic and extraction methods have shown greater
efficiency and less environmental impact compared to reference methodologies or
solvents and can move regulatory institutions, pharmacopoeias and the academic and
industrial sector to really employ cutting-edge methodologies in analytical and

environmental terms for proper exploitation of brazilian biodiversity.

Keywords: Medicinal plants, Green Chemistry, Design of experiments, Sustainability,

Biodiversity
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INTRODUGCAO GERAL E REVISAO

Pitanga

Eugenia uniflora L. (Myrtaceae, Fig. 1), também conhecida como pitanga, é
uma espécie vegetal nativa do Brasil. No entanto, sua versatil adaptabilidade a
diferentes condicGes de solo e clima justificam sua presenca em outros paises da
Ameérica do Sul, Central e do Norte, além da Europa e da Asia. Seu fruto tem um sabor
caracteristico altamente apreciado com aplica¢cdes na industria de alimentos para
producéo de suco e polpa congelada, por exemplo (CELLI, PEREIRA-NETTO, BETA,,
2011; MALAMAN et al.,, 2011; MARTINEZ-CORREA et al., 2011; SILVA, 2006;
BEZERRA et al., 2004; RUTZ et al., 2013; LIRA JUNIOR et al., 2007).

. N

Figura 1: Pitangueira (Eugenia uniflora L.)

Fonte: Arquivo pessoal
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Essa espécie pode ser utilizada como alternativa terapéutica na medicina
popular considerando seu potencial farmacolégico intrinseco (SCHAPOVAL et al.,
1994). Especialmente, suas folhas apresentam atividades antioxidante (MARTINEZ-
CORREA et al., 2011), anti-inflamatéria (SCHAPOVAL et al., 1994), anti- hipertensiva
(CONSOLINI, BALDINI, AMAT, 1999) e anti-hiperglicémica (ARAI et al., 1999), entre
outras. O amplo intervalo de atividades biolégicas apresentado por essa espécie
justifica sua identificacdo para potencial producéo de fitoterapicos pelo Ministério da
Saide do Brasil (MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2009). Tais atividades
terapéuticas sao relacionadas ao metaboloma presente em tais folhas (como taninos
e flavonoides; LEE et al., 1997; RATTMANN et al., 2012) que pode ser derivado de
interacdes entre fatores bidticos (como genes, proteinas, entre outros) e o ambiente
(PILON et al.,, 2016; FIEHN, 2002; WOLFENDER et al.,, 2013; NICHOLSON e
LINDON, 2008; YULIANA et al., 2011).

Além disso, sua pronta disponibilidade evita gastos e impactos ambientais
cumulativos no que tange a sua aquisi¢ao, além de garantir um maior controle sobre
suas condi¢gdes de armazenamento e conservacao (GALUSZKA et al., 2012).

N&o obstante, sob uma perspectiva historica, ha trabalhos na literatura (como
o trabalho de Bagetti et al., 2011) que envolvem a extragcdo propriamente dita de
compostos bioativos da pitanga com o emprego de solventes organicos volateis,
majoritariamente poluentes, inflamaveis e toxicos para o experimentador e para o
meio ambiente (MBOUS et al., 2017; VENTURA et al., 2017). Embora certos trabalhos
(como o de Schapoval et al., 1994) empreguem meios extratores (seja na forma pura
ou como componentes majoritarios em solucbes) solventes considerados
ambientalmente amigaveis, suas vantagens do ponto de vista ecoldgico podem ser
ofuscadas visto que 0s mesmos majoritariamente podem utilizar técnicas
convencionais pouco versateis (como maceracéao e percolagado por exemplo), as quais
exigem um elevado gasto de recursos — em termos de energia, tempo e volume de
solventes - geram residuos sélidos (como a extracdo em fase sélida) e possuem
eficiéncia questionavel (WANG, WELLER, 2006).

A analise dos metabdlitos secundarios extraidos também é digna de nota:
Nesse ambito, em razdo de sua versatilidade e eficacia, a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) acoplada a detectores UV ou MS se destaca como técnica

analitica. Em levantamento bibliografico realizado na base de dados ISI Web of
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Science entre 21 e 24 de fevereiro de 2019, constatou-se que 100% dos trabalhos
envolvendo E. uniflora que empregam cromatografia liquida (LC) na determinacdo dos
compostos bioativos empregam acetonitrila e metanol como fases mdveis nos
estudos. Embora tais solventes possuem propriedades fisico-quimicas desejaveis do
ponto de vista cromatogréfico, além de gerar residuos de tratamento dispendioso, eles
sao toxicos a vida aquatica e aos humanos mesmo em grau analitico, principalmente
aos analistas expostos a tais solventes em analises rotineiras envolvendo estudos
metaboldmicos e controle de qualidade. O cenério se torna ainda mais preocupante
porque tais solventes podem ser utilizados de modo indiscriminado ou excessivo em
tais trabalhos. Desse modo, o uso de solventes e técnicas extratoras em estudos
envolvendo a pitanga, uma matriz vegetal de interesse terapéutico, é inconsistente
para o progresso da Quimica de Produtos Naturais sob uma perspectiva holistica,
visto que seu campo de estudo - envolvendo essencialmente organismos como
plantas e fungos, ecossistemas de modo geral e as relacdes bidticas e abidticas
intrinsecas - pode ser potencialmente danificado pelos mesmos solventes toxicos
empregados em sua investigacao. Adicionalmente, produtos quimicos e metodologias
ambientalmente danosas sao incompativeis com a Quimica Analitica Verde (Green
Analytical Chemistry ou GAC, GALUSZKA, MIGASZEWSKI, NAMIESNIK, 2013;
WELCH etal., 2010; GABER et al., 2011; KALJURAND e KOEL, 2011; HUTCHINSON
et al., 2012,FRITZ, RUTH, KRAGL, 2009, FUNARI et al., 2014b).
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Solventes verdes

Além do uso de técnicas modernas eficientes e sustentaveis, o topico de maior
interesse da Quimica Analitica Verde nos dias atuais envolve desenvolver e aplicar
solventes alternativos ambientalmente amigaveis, com base no fato de que os maiores
gastos em sinteses e processos (considerando a execug¢ao dos processos em Si, 0S
dispéndios envolvidos em aquisi¢do, bem como quantidade de residuos gerados e
sua disposicdo e tratamento adequados) estejam diretamente relacionados aos
solventes tradicionais (ANASTAS & WARNER, 1998; ANASTAS & EGHBALI, 2010;
GALUSZKA, MIGASZEWSKI, NAMIESNIK, 2013; TOBISZEWSKI, MECHLINSKA,
NAMIESNIK, 2010).

Em 2011, Choi et al. propuseram na literatura cientifica a existéncia de
solventes completamente convenientes para os interesses da Quimica Analitica
Verde, e oriundos da prépria natureza: os solventes eutéticos naturais profundos, ou
Natural Deep Eutectic Solvents (NADESs). O termo NADES, segundo 0s mesmos
autores, refere-se a uma espécie de fase liquida ou mistura eutética formada por
metabdlitos primarios (agUcares, alcoois, derivados de colina, acidos orgéanicos, entre
outros), com estrutura supramolecular gerada a partir de ligagdes de hidrogénio entre
0s componentes de partida e presentes nas células de plantas. Tal fase liquida é
descrita como um fluido separado da agua e lipidios, e importante para o metabolismo
celular nas espécies vegetais visto que desempenharia papéis como controle de
composicdo de metabdlitos secundarios de polaridade reduzida nas células,

biossintese, germinacao, resisténcia ao estresse salino e frio e seca intensos.

Na literatura cientifica, as principais aplicacbes dos NADESs envolvem a
extragao de fenois e flavonoides, evidenciando a potencialidade destes solventes na
producgao de extratos de plantas (ESPINO et al., 2016; ZHAO et al., 2015). Além disso,
os NADES séao considerados por RadocSevi¢ et al. (2016) como ‘designer solvents’
devido as suas multiplas possibilidades estruturais e o potencial para planejar suas
propriedades fisico-quimicas para propésitos distintos. Nesse contexto, ndo é
surpreendente que Paiva et al. (2014) considerem os NADES como ‘solventes do
século 21’

Considerando que tais solventes inteligentes representam um tépico de

pesquisa crescente e relativamente novo (além do fato de a sua definicdo ainda
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representar uma novidade), informacdes confusas ou diferentes sobre eles podem ser
encontradas na literatura e esse fendmeno € reconhecido por alguns autores (ESPINO
et al., 2016; DURAND, LECOMTE,VILLENEUVE, 2016). Diferentes nomenclaturas
como liquidos ibnicos (ionic liquids, ou ILs), solventes eutéticos profundos (traducao
livre de deep eutectic solvents, ou DES) e misturas de baixa temperatura de transi¢ao
(traducéo livre de Low-Transition Temperature Mixtures, ou LTTMs) podem ser
utilizadas de modo indiscriminado (e as vezes, até mesmo equivocado) para se
referirem aos NADESs, provavelmente porque tais classes de solventes podem
compartilhar um mecanismo comum de formacédo (p.ex. podem ser formados pela
combinacdo de componentes primarios) e podem apresentar propriedades fisico-
guimicas similares (como baixa temperatura de transicao, volatilidade negligenciavel,
baixa presséo de vapor, etc; DURAND, LECOMTE,VILLENEUVE, 2016).

Em partes tal fenbmeno faz sentido visto que a terminologia ‘NADES’ é mais
nova do que as terminologias ‘IL’ e ‘DES’: ILs and DESs foram introduzidos na
literatura em 1914 (CHOI et al., 2011; PLECHKOVA e SEDDON, 2008) e 2002/2003
(ABBOTT et al., 2003), respectivamente. Também, existe uma relacdo entre fatores
cientométricos como fator de impacto, niumero de citacfes de um dado manuscrito ou
a carreira dos autores de um eventual trabalho pioneiro que envolva algum solvente
particular no que tange a consolidacédo ou preferéncia de alguns desses termos em

detrimento de outros entre a comunidade cientifica.

Assim, até 2011 apenas as terminologias ‘IL’ e ‘DES’ eram disponiveis para
denominar e classificar os NADES (que podem se encaixar em uma ou varias dessas
nomenclaturas alternativas), além do fato de que a delimitacdo de uma fronteira de
classificagao entre alguns desses solventes ndo ser uma tarefa trivial e nem mesmo
razoavel em alguns casos (p.ex. diferenciar os ‘DESs’ de ‘NADESS’) considerando
gue as propriedades comuns entre eles; conduzindo alguns autores a classificar ‘ILs’,
‘DESs’ e ‘NADESs’ como subfamilias de LTTMs. Porém, tal confusdo se torna um
pouco problematica em alguns contextos considerando que algumas propriedades ou
caracteristicas de tais classes de solventes podem ser distintas, como reatividade,
além do carater sustentavel dos (NA)DESs em comparagdo com os liquidos idnicos,
por exemplo (PAIVA et al., 2014; DURAND, LECOMTE,VILLENEUVE, 2016).
Portanto, em varios trabalhos presentes na literatura antes e apos 2011 (alguns dos

quais inclusive vigoram dentre os mais citados no que tange a levantamentos
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bibliograficos envolvendo um nome de uma das classes de solventes supracitadas em
especifico) os NADESs tém sido classificados com nomes alternativos (DURAND,
LECOMTE,VILLENEUVE, 2016; FRANCISCO, van den BRUINHORST, KROON,
2013; ZHANG et al., 2012; SMITH, ABBOTT, RYDER,2014).

De acordo com Dai et al. (2013a), Espino et al. (2016) e Gomez et al.
(2018) ha quatro métodos para preparacdo dos NADESSs: (1) heating and stirring (HS);
(2) evaporacéo; (3) freeze-drying e (4) irradiacdo por microondas. As propriedades
fisico-quimicas dos NADESs preparados sao fungdes da viscosidade, condutividade,
densidade e polaridade da mistura eutética. A flexibilidade de composicdo dos
(NA)DESSs tornou tais solventes uma ferramenta promissora em muitas areas, dentre
as quais pode-se citar a eletroquimica (ABBOTT et al.,, 2011), a nanotecnologia
(WAGLE, ZHAO, BAKER, 2014) e a farmacologia (JELINSKI e CYSEWSKI, 2018).
Também, uma das aplicacdes fundamentais de tais misturas sdo seu emprego como
meios extratores sustentaveis (DAI et al., 2013b, WEI et al., 2015a).

Ainda que bases de dados como a ISI Web of Science ja retnam uma série de
artigos que empreguem NADES como meios extratores e enfatizem seu carater mais
verde em relacdo a solventes tradicionais, notam-se incoeréncias sistematicas na
aplicacdo de tais misturas como solventes verdes, as quais se contrapdem aos
conceitos e principios da Quimica Analitica Verde e, por consequéncia, as potenciais
vantagens analiticas e ambientais dos NADES, como (i) emprego de técnicas que
exijam um gasto elevado de tempo e energia, como o de Liu et al. (2018); (ii) diluicdo
dos extratos de NADES com solventes organicos antes da injecdo, a exemplo do
trabalho de Nam et al. (2015), publicado na Green Chemistry; (iii) combinagéo de
NADES com solventes com potencial risco para 0 meio ambiente e o analista, como
em Ribeiro, Coelho e Marrucho (2013); (iv) recuperacédo de analitos de interesse de
extratos de NADES e eluicdo com metanol, como em Abdul Hadi et al. (2015); e (V)
andlises subsequentes dos extratos de NADES em HPLC empregando acetonitrila e
metanol, toxicos e poluentes, como fases moveis. Tal problema, com excec¢do do
trabalho de Funari et al. (2019), envolve quase a totalidade dos estudos envolvendo

NADES que empregam CLAE como técnica de andlise.

A substituicdo de solventes téxicos, poluentes e de preco elevado como
acetonitrila e metanol - usualmente empregados em estudos metabolémicos ou

andlises controle de qualidade via CLAE - é prioritaria, obviamente, do ponto de vista
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ecologico e econbmico. Do mesmo modo que os NADES se apresentam como
substitutos promissores de solventes extratores toxicos, poluentes e caros, 0 uso de
fases moveis ecologicamente amigaveis € uma pratica coerente com a Quimica
Analitica Verde, com conceitos valorizados nos tempos atuais como bioeconomia —
ou 0 uso de materiais renovaveis como blocos construtores elementares de materiais,
produtos quimicos e fonte de energia — e, por consequéncia, com 0s interesses de
agéncias como a Organizacdo das Nacdes Unidas, a exemplo da Agenda para
Desenvolvimento Sustentavel de 2030, uma espécie de plano de acdo que incentiva
fortemente a adocdo de praticas inofensivas ao meio ambiente para o alcance
macroestrutural e sélido de um equilibrio social, ambiental e econémico em escala
global (THE UNITED NATIONS, 2015; MCCORMICK & KAUTTO,2013).

Nesse contexto, solventes como o bioetanol apresentam um elevado potencial
como alternativa verde em razdo de suas propriedades como biodegradabilidade,
origem renovavel, preco potencialmente inferior em relagéo aos solventes tradicionais
e maior disponibilidade, além de oferecerem a possibilidade de anélise sem a geracao
de residuos toxicos e serem aplicaveis por pequenos laboratorios, ou localidades
ecologicamente sensiveis e paises em desenvolvimento onde a conveniente
disposicao de residuos é muito cara ou ndo € bem estabelecida (FUNARI et al., 2014b,
FUNARI et al., 2016). Alguns trabalhos na literatura, como os de Funari et al. (2016)
e Welch et al. (2015) admitem que o bioetanol possui eficiéncia cromatografica
comparavel ou superior a de solventes tradicionais empregados em CLAE. Ainda que
tal solvente e suas misturas apresentem maior viscosidade em relacdo a acetonitrila
ou metanol, essa desvantagem pode ser anulada pelo emprego de estratégias

multivariadas e por uma abordagem holistica em sua aplicacéo.

O uso dos NADES, uma nova geracao de solventes como meios extratores,
associado a técnicas modernas, comprovadamente eficazes e que garantam baixo
consumo de energia e volume de solventes, como as extracdes assistidas por micro-
ondas (microwave assisted extraction, ou MAE, segundo WANG, DING e REN, 2016)
e planejamentos fatoriais, além do uso de solventes alternativos como bioetanol nas
andlises em CLAE, indubitavelmente caracterizam um avanco para a Quimica dos
Produtos Naturais — a qual muitas vezes emprega técnicas laboriosas,
financeiramente dispendiosas e solventes téxicos e igualmente caros - e séo

realmente coerentes com 0s conceitos e principios da Quimica Analitica Verde.
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OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo geral, sob uma perspectiva global, o
desenvolvimento de metodologias inovadoras, ambientalmente amigaveis e robustas
para controle de qualidade das folhas de Eugenia uniflora L. desde a extracao até a
analise dos seus constituintes, empregando solventes eutéticos naturais profundos
COmo meios extratores, extracdo de compostos bioativos assistida por micro-ondas,
andlises cromatogréficas utilizando bioetanol como fase moével e Planejamentos
Experimentais aliados a métricas apropriadas que garantam eficiéncia analitica,

economia de tempo e recursos e baixo impacto ambiental.



CAPITULO 1
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1.1 INTRODUGCAO E REVISAO

A ampla diversidade metabodlica presente em plantas medicinais e a
possibilidade de interagcdo sinérgica entre varios compostos bioativos no que tange ao
seu papel nas propriedades terapéuticas globais de tais matrizes complexas tornam o
desenvolvimento robusto de medicamentos a base de plantas uma tarefa complicada
(TISTAERT, DEJAEGHER, VANDER HEYDEN, 2011; LIANG,XIE, CHAU, 2010, LI et
al.,, 2010). Assim, nesse contexto, uma abordagem multicomponente deve ser
aplicada para padronizacédo e controle de qualidade de plantas com potencial
farmacologico (e, por consequéncia, seus derivados) visando garantir seguranca e
eficiéncia. Como exemplo de abordagem multiparamétrica pode-se citar fingerprints
cromatograficos representativos, sugeridos pela US Food and Drug Administration
(FDA) e pela Organizagdo Mundial da Saude (World Health Organization, WHO;
WOLFENDER et al, 2015; SOUZA et al, 2018, US FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2004; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,1991).

O desenvolvimento de métodos cromatograficos empregando Metodologia de
Superficie de Resposta é Util para obtencéo de fingerprints metabdlicos de plantas.
Em oposicdo a abordagem tradicional one variable at a time (OVAT), a Metodologia
de Superficie de Resposta é uma abordagem multivariada que estuda os fatores de
interesse de modo simultaneo, sistematico e imparcial empregando Planejamento de
Experimentos (Design of Experiments, ou DoE), possibilitando identificar interacdes
possiveis entre as mesmas, ajustar os dados experimentais a equacgdes de regressao
gue descrevam a matriz ou sistema estudados, realizar previsdes estatisticas e
identificar condi¢cdes analiticas O6timas através de superficies de resposta.
Adicionalmente, através da Metodologia de Superficie de Resposta € possivel obter o
maximo de informagdo com um numero minimo de experimentos, economizando
tempo e recursos (LEARDI, 2009; MYERS, MONTGOMERY, COOK, 2016; PILON et
al., 2016; MONTGOMERY, 2017; BREITKREITZ, JARDIM, BRUNS., 2009; SOUZA et
al., 2018).

A selecao de uma funcao-resposta apropriada também é importante para obter
um fingerprint cromatografico eficiente sobretudo se o desenvolvimento do método em

si envolver propésitos sustentaveis. Assim, deve-se considerar simultaneamente
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parametros de separacdo e ambientais nesse ambito. Nesse contexto, & proveitoso
saber que a métrica Green Chromatographic Fingerprinting Response (FUNARI et al.,
2014a) foi proposta na literatura objetivando obter uma compensacéao entre separacao
e sustentabilidade. Tal métrica essencialmente visa maximizar o numero de
informagdo quimica por quantidade de solvente e energia gastos (FUNARI et al.,
2014a). A selecdo de um solvente alternativo ambientalmente amigavel apropriado
gue apresente compatibilidade com a plataforma analitica empregada também é um
ponto sensivel que deve ser considerado. Dentre os solventes organicos altamente
disponiveis, etanol (EtOH) é considerado o mais verde (NUTRIZIO et al., 2020) e
portanto pode auxiliar pesquisadores a atingirem tais objetivos. Para um fingerprint
cromatografico verde, tal solvente é preferivel diante dos frequentemente empregados
porém potencialmente toxicos acetonitrila (MeCN) e metanol (MeOH; PRAT, HAYLER,
WELLS, 2014; PRAT et al., 2016; WELCH et al., 2010; PUBLIC HEALTH ENGLAND,
2015). Além disso, ele pode ser produzido a partir de recursos renovaveis como
cereais e cana de acuUcar e € biodegradavel, o que sdo caracteristicas altamente
desejaveis para um solvente considerado verde (CHEMAT, VIAN, CRAVOTTO, 2012;
OLIVES, GONZALEZ-RUIZ, MARTIN, 2017; ZABED et al., 2017; NUTRIZIO et al.,
2020). Etanol e até mesmo bioetanol foram aplicados de modo bem-sucedido para
desenvolvimento de impressdes digitais cromatograficas de plantas e outras matrizes
complexas naturais, como demonstrado previamente na literatura (FUNARI et al.,
2014a; FUNARI et al., 2014b; FUNARI et al., 2016; SOUZA et al., 2018). As potenciais
desvantagens no emprego de etanol em sistemas CLAE (como por exemplo a
vicosidade relativamente alta de misturas de EtOH/H20) foram superadas em tais
trabalhos, conduzindo a separacfes cromatograficas satisfatérias e mais
sustentaveis.

As abordagens supracitadas possibilitam a aplicacédo de principios da Quimica
Analitica Verde (Green Analytical Chemistry, ou GAC; GALUSZKA MIGASZEWSKI,
NAMIESNIK, 2013). Resumidamente, os 12 principios da GAC estabelecem o

seguinte:

1) Técnicas analiticas diretas devem ser empregadas para evitar tratamento de

amostra;
2) As dimensfes e quantidade das amostras devem ser minimizadas;

3) Medic¢bes in situ séo prioritarias;
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4) Deve ocorrer a integragdo entre processos e operacdes analiticas;
5) Métodos automatizados e miniaturizados tém preferéncia;
6) Deve-se evitar derivagao;

7) Geracédo de residuos deve ser muito reduzida e um manejo adequado dos

mesmos deve ocorrer;
8) Métodos multianalito ou multiparamétricos séo prioritarios;
9) O gasto de energia deve ser 0 minimo possivel;
10) O uso de reagentes oriundos de fontes renovaveis tem prioridade;
11) Reagentes toxicos devem ser eliminados ou substituidos;

12) A seguranca do analista deve ser maior.

Assim, o objetivo geral desse capitulo € apresentar um método em CLAE-DAD
globalmente otimizado, eficiente e sustentavel para fingerprinting metabdlico das
folhas de E. uniflora. Para atingir esse objetivo, todo o processo foi guiado o tanto
guanto possivel pelos principios e conceitos da GAC (GALUSZKA, MIGASZEWSKI,
NAMIESNIK, 2013). Assim, abordagens mutivariadas e multianalito foram
selecionadas, parametros de separacdo e sustentabilidade foram igualmente
monitorados através de duas funcdes-resposta apropriadas e complementares entre
si, bioetanol grau alimenticio foi escolhido como modificador organico e um sistema
CLAE convencional foi empregado para tornar o método desenvolvido compativel até
mesmo com aparatos que nao necessariamente correspondam ao estado-da-arte em

termo de instrumentacao.
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1.2 OBJETIVOS

Desenvolver e otimizar um método de eluicdo ambientalmente amigavel para
fingerprinting metabdlico das folhas de Eugenia uniflora L. empregando
planejamento de experimentos e considerando simultaneamente aspectos
ambientais e de separacao;

Validar qualitativamente o método desenvolvido segundo recomendacdes
internacionais;

Estabelecer comparagbes entre o método desenvolvido e um método de
referéncia da literatura em termos de performance cromatografica e impacto

ambiental aplicando métricas apropriadas.
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1.3 MATERIAIS E METODOS

1.3.1 Produtos quimicos e reagentes

Acido acético (grau analitico, Synth, Brasil), etanol (EtOH alimenticio Agro
Industrial Tarumad Ltda., Brasil), etanol (EtOH, grau HPLC, LiChrosolv, Merck
KGaA, Alemanha), H20 ultrapurificada em sistema Milli-Q (Millipore, EUA) e
acetonitrila (MeCN, LiChrosolv, Merck KGaA, Alemanha) foram empregados nesta

etapa especifica do trabalho.

1.3.2 Material vegetal

Folhas de E. uniflora L. foram coletadas na Universidade Estadual Paulista
(Unesp), na cidade de Bauru-SP, Brasil, em 23 de novembro de 2018, periodo da
manha (Cadastro/registro no SisGen n° A8E8EO03; data do cadastro: 29/01/2020,
16:36:34; cadastro concluido). A identidade botanica do material vegetal foi
autenticada no Departamento de Biologia da mesma universidade, e identificada
pela Profa. Dra. Veridiana de Lara Weiser Bramante. O voucher foi depositado no
Herbario UNBA da Faculdade de Ciéncias da Universidade Estadual Paulista (Unesp)
na cidade de Bauru-SP sob o cddigo de registro “Herbario UNBA 6067”. ApGs
coletadas, as folhas foram secas a 40°C durante 10 dias em estufa de ar circulante
(SPLabor, Brasil) e pulverizadas em triturador mecéanico (LB Balancas, Brasil). O

material resultante foi colocado em frasco ambar e protegido da umidade e do calor.

1.3.3 Extrac@o de metabdlitos secundérios de E. uniflora por maceracdo dindmica

Aproximadamente 100 mg das folhas secas e pulverizadas de E. unifora foram
submetidas a maceracdo dinamica a 200 rpm, por 2h (Heidolph, Alemanha) com 10
mL  desolugdo de EtOH 95°GL grau alimenticio/H20 [ (7,37:2,63 (V/v),
correspondente a EtOH: H20 7:3 (v/v) ]. A proporcdo de material vegetal:solugéo
extratora foide 1:10 m/v. O material vegetal com a solugdo extratora foram
submetidos a  banho ultrassonico a 40 kHz ( Ultronique, Eco-Sonics,
Brasil) durante 30 min, com substituicdo da agua do banho cada 10 minutos para

evitar possivel aquecimento. O sobrenadante foi centrifugado a 7200 rpm durante 2
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min (BioPet Technologies, global Trade, Brasil). Finalmente, o0 extrato
hidroetandlico de razdo material vegetal/solugdo extratora 10 mg mL*foi filtrado
através de um microfiltro de PTFE de 0,45 pum (SimplePure - Allcrom, Brasil). Com
excecao da avaliagdo da precisdo intermediaria, 20 puL foram injetados no sistema
CLAE em todas as etapas deste trabalho. A figura 2 € representativa do processo de

extracao.

Figura 2: Maceracao dindmica das folhas de Eugenia uniflora em solucéo hidroalcodlica de
EtOH/H20 7:3 (v/IV)

Fonte: Fotografado pelo autor

1.3.4 Instrumentacao e analises CLAE

As analises cromatograficas foram realizadas em
um sistema CLAE (Jasco, Japao, Fig. 3) com detector por arranjo de diodos (modelo
MD-2010 plus), injetor automético (modelo AS-2055 plus), bomba quaternéaria
(modelo PU-2089 plus) e forno de coluna (modelo CO-2060 plus), bem como pré-
aquecedor de 2 uL (Thermo Fischer Scientific, EUA) posicionado no forno de coluna e
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acoplado a pré-coluna (4x3 mm, 5 um; Phenomenex, EUA). Para a separacédo dos
metabolitos, duas colunas de fases ligadas diferentes mas de mesma
dimenséo foram testadas: XSelect (fase ligada fenil-hexil), e XBridge (C1s polimérica)
ambas com 150 x 4,6 mm, d.i. 5pum (Waters, EUA). A aquisi¢cdo e processamento
de dados cromatograficos e  espectrais foram realizados com o0 emprego
do software ChromNAYV (Jasco, Japao). Os experimentos foram monitorados a A=270
nm. Sinais com area minima de 100 mV-s (Fig. 4) foram considerados picos, uma vez
gque este valor € ligeiramente maior do que as areas de
algumas impurezas residuais da producdo e armazenamento de bioetanol (etanol
grau alimenticio) identificadas no branco e porque este valor permitiu que espectros

de UV fossem registrados para 0s compostos de interesse.

Figura 3: Sistema CLAE empregado em todas as etapas do presente trabalho (Jasco, Japao)

Fonte: Fotografado pelo autor

O método estatisticamente otimizado empregou como fases moéveis um
sistema binario composto por H20 + 1% AcOH (v/v, A) e EtOH 95°GL (B). O equilibrio
da coluna foi atingido com 5,26% de B em 25 min em vazédo de 1 mL min ! (eluicdo
isocratica com 10 volumes, considerando as recomendagdes do fabricante da coluna),
seguido por gradiente linear de 5,26 - 52,63 % de B em 30 minutos, com vazao
de 0,6 mL minte 35°C de temperatura do forno da coluna. Antes de cada
experimento, a coluna foi equilibrada com a porcentagem inicial de B do gradiente
linear seguinte. ApoOs cada corrida cromatogréfica realizada neste trabalho, as colunas
analiticas foram lavadas com um minimo de 6 mL de B para que as corridas
subsequentes nao fossem afetadas por compostos menos polares eventualmente
retidos na fase estacionaria. Para posterior comparacdo em termos de separacao e

impacto ambiental, reproduziu-se com precisdo em nosso laboratoério o trabalho de
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Assungéao et al. (2017), um método reportado anteriormente na
literatura para fingerprinting metabdlico das folhas de E. uniflora e usado como
trabalho de referéncia. Esse experimento em especifico foi realizado a 25°C
(temperatura ambiente, uma vez que a temperatura do forno da coluna no trabalho
original ndo foi relatada) e usando uma coluna analitica Cis apropriada (Synergi
Hydro-RP, 250 x 4,6 mm; 4 um, Phenomenex, EUA).

General | Peal. 4 F | Time Pragram

Functions Start End| Parameter
A 0,0000 44,0000

Slope Sensitivity: 10,00 | [fsec]

Slope Width: 2,000 | [rin]
M Area: 100000 | [y sec]
Minirurn Height: 1000 | ]

Drift: 0,000 | [ fmin]

Peak width Doubling Time:
0,0000 | [rmin]

Figura 4: Método de integracdo de picos cromatogréficos no software Chromnav (Jasco,
Japéao)

1.3.5 Triagem e otimizacdo: Metodologia de Superficie de Resposta (RSM)

Inicialmente, experimentos preliminares foram realizados para verificar a
viabilidade do emprego de EtOH grau alimenticio como componente do sistema
solvente na fase mével (em comparacdo com solventes de maior pureza, como EtOH
HPLC) e para estabelecer os niveis de planejamentos experimentais subsequentes
com base nos tempos de retencao do primeiro e ultimo picos eluidos. Em seguida, a
primeira etapa da investigacdo foi avaliar a relevancia estatistica de cinco variaveis
cromatograficas por meio de um Planejamento Fatorial Fracionario 2,1, as quais sdo
X1 (Porcentagem inicial de EtOH 95° GL), X2 (porcentagem final da EtOH 95° GL), X3
(Temperatura, °C), X4 (porcentagem de AcOH em A, v/v) e Xs (vazao da fase movel,
mL min-!) Apés isso, os fatores importantes foram estudados com mais precisdo (com
niveis mais experimentais) por meio de um Planejamento Composto Central de Trés

Fatores (CCD), com o objetivo de estimar modelos de regressao que descrevessem
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matematicamente as respostas investigadas em funcéo das variaveis cromatogréficas
relevantes e, juntamente com uma superficie de resposta, possibilitassem encontrar
uma condi¢éo empirica ideal (BARROS NETO, SCARMINIO, BRUNS, 2010; MYERS,
MONTGOMERY, COOK, 2016; MONTGOMERY, 2017; PEREIRA-FILHO, 2015).

O Planejamento Composto Central , por meio do método dos minimos
guadrados, permitiu inicialmente ajustar os dados a uma equacdo polinomial de

segunda ordem, representada pela Eq. 1:

Y = by + Xiy biX; + Xty buXP + X YT bipXi X; (1)

onde Y é a resposta prevista, bo€ o intercepto, bié um coeficiente linear, bié um
coeficiente quadratico, bjj € um coeficiente de interacdo e X e Xjestdo relacionadas as
variaveis independentes avaliadas e seus valores codificados (BARROS NETO,
SCARMINIO, BRUNS, 2010; MYERS, MONTGOMERY, COOK, 2016;
MONTGOMERY, 2017; PEREIRA-FILHO, 2015) .

Apés essa etapa, 0s termos nédo significativos foram eliminados e o modelo
polinomial foi recalculado. Os experimentos foram conduzidos aleatoriamente visando

evitar a insergcdo de erros sisteméaticos nos resultados que tangem a otimizacao.

Duas respostas que se encaixam nos objetivos ambientalmente amigaveis do
trabalho foram estudadas. A primeira € a Green Chromatographic Fingerprinting
Response (GCFR; FUNARI et al., 2014a) empregada com modificacdes, sendo
denominada neste trabalho apenas como Green Chromatographic
Fingerprinting (GCF , Eq. 2):

GCF = n?(FP/MP)(n/t,1) )

Onde o termo n é a quantidade total de picos do cromatograma, e tl, neste
trabalho, € o tempo de retencdo do ultimo pico cromatografico eluido - ao invés do
tempo total da andlise (t), conforme empregado na versdo original da resposta
(FUNARI et al., 2014a). FP e MP sao o numero de picos nas metades
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do cromatograma com menos e mais picos, respectivamente (descontando o tempo
morto toe considerando o comprimento do cromatograma de toatl), e sua
proporcdo indica 0 quao uniforme éa distribuicdo dos picos ao longo do
cromatograma. Quanto maior o score GCF, maior a otimizacdo cromatografica
global (de modo analogo a resposta original GCFR), em termos de qualidade de
separacao (FUNARI et al., 2014a). Apenas o0s picos de interesse (polaridade alta e

média) detectados até 30 min foram considerados para o calculo dos scores de GCF.

O impacto ambiental dos experimentos individuais foi avaliado pela métrica
HPLC-Environmental Assessment Tool (GABER et al., 2011, HPLC-EAT, Eqg. 3), o
melhor indicador disponivel na literatura para medir com precisdo o impacto dos
métodos em CLAE considerando que o mesmo possibilita uma comparacéo robusta
entre  varios  métodos  cromatograficos. Tal métrica foi  empregada
para (1) quantificar o impacto ambiental global promovido pelas corridas
cromatograficas realizadas no Planejamento Fatorial Fracionério e Planejamento
Composto Central visando ranquea-los em termos de sustentabilidade e (2) quantificar
o0 Iimpacto do método desenvolvido, em comparagdo com um método de

referéncia também com fins de impressao digital cromatografica.

HPLC—EAT = 51m1 + H1m1 + E1m1 + Szmz +H2m2 +
E,m, +...+Sm, + Hym, + Hym, 3)

Os termos S, H e E séo parametros de seguranca, saude e meio ambiente,
respectivamente, baseados em informacgdes sobre os produtos quimicos empregados
nos experimentos oriundos de bancos de dados especificos. Tais termos séo
multiplicados pela massa m de cada um dos n solventes utilizados numa dada analise
cromatografica. Quanto menor for a pontuacdo HPLC-EAT, menor sera o impacto
ambiental do método cromatografico. Neste trabalho, o score calculado considerou o
condicionamento das colunas antes de cada gradiente, realizado empregando-se no
modo isocratico a porcentagem inicial de solvente organico empregado no gradiente
seguinte. Informacdes detalhadas sobre essas métricas sdo fornecidas por seus
autores (GABER et al., 2011).
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Inicialmente, para a escolha da melhor coluna analitica em termos de
separacao e seletividade, realizou-se um Planejamento Fatorial Fracionario. Nesta
etapa, apenas aresposta GCF foi considerada para comparacdes entre o
desempenho cromatografico das colunas testadas, uma vez que os scores HPLC-EAT
eram idénticos para ambas as colunas XBridge e XSelect (visto que 0s mesmos
experimentos foram realizadas para ambas, em condicbes exatamente
iguais). Depois de escolher a melhor coluna, considerando que o score HPLC-EAT em
sindo permite medir a separacdo cromatograficae, de modo similar,
GCF isoladamente ndo permite quantificar parametros de seguranca, de saude e de
impacto ambiental, para andlise simultdnea e otimizacdo de ambas as respostas
foram empregadas funcdes de desejabilidade (DERRINGER e SUICH, 1980) para
determinar inicialmente as variaveis importantes na etapa de triagem e para otimizar

o fingerprinting metabdlico com um Planejamento Composto Central.

A partir de tal abordagem, valores de desejabilidade individuais (di) para cada
uma das duas respostas estudadas apresentam valores entre 0 e 1, 0 que sugere
condicbes de trabalho totalmente indesejaveis e desejaveis,
respectivamente. Os valores de desejabilidade individuais para GCF (para o qual é
importante obter pontuacdes altas) foram estimados com a
Eq. 4 (DERRINGER e SUICH , 1980; PEREIRA-FILHO, 2015; NUNES et al., 2019):

—L\S
deery = (2) seL<y<T (4)

Onde d cr) é a desejabilidade individual para a resposta GCF, y é o valor da
resposta, T € o valor alvo para GCF (ou, em nosso caso, 0 maior valor obtido em
cada design experimental individual) e L € o menor valor aceitavel (ou, no h0osso caso,
0 menor valor obtido em cada design experimental;
DERRINGER e SUICH , 1980; PEREIRA-FILHO, 2015; NUNES et al. , 2019).

Os valores de desejabilidade individuais para a resposta de HPLC-EAT (para
0S quais € importante obter as pontuacbes mais baixas possiveis)
foram calculados com a Eq. 5 (DERRINGER e SUICH , 1980; PEREIRA-FILHO,
2015; NUNES et al., 2019):
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U S
d(HpLc-EAT) = (U—_JT/) seT<y<U (5)

Onde d HpLc-EaT) € a desejabilidade individual para a resposta HPLC-EAT, y é
o valor da resposta, U é o valor mais alto aceitavel para HPLC-EAT (ou, em nosso
caso, o valor mais alto obtido em cada design experimental individual ) e T € o valor
alvo (ou, no nosso caso, o menor valor obtido em cada planejamento experimental;
DERRINGER e SUICH, 1980; PEREIRA-FILHO, 2015; NUNES et al., 2019).

O coeficiente s nas EQs. 4 e 5 permite controlar e ajustar subjetivamente a
taxa de variacdo da funcdo e foi estabelecido como 1 para ambas as respostas
destinadas a ajustar e otimizar o método de impressdo digital, considerando

igualmente importantes a separagao e a sustentabilidade.

Os valores de desejabilidade individual para ambas as respostas foram
combinados em um valor de desejabilidade global (D) por meio da média
geométrica de ambos os valores de desejabilidade individuais GCF e HPLC-EAT para
cada experimento, de acordo com a Eq. 6 (DERRINGER e SUICH , 1980; PEREIRA-
FILHO, 2015; NUNES et al., 2019):

D = \/ d(GCF)d(HPLC—EAT) (6)

D assume o valor zero se qualquer valor de desejabilidade individual assumir
um valor inaceitavel (DERRINGER e SUICH, 1980; PEREIRA-FILHO, 2015; NUNES
et al., 2019).

A determinacdo das variaveis significativas e do modelo empirico que descreve
o dominio experimental estimado com o planejamento CCD em funcédo de D em cada

design experimental foi realizada no nivel de confianca de 95% .

Célculos de analise de variancia (ANOVA), probabilidade normal e gréaficos de
superficie de resposta foram realizados através dos softwares GNU Octave 4.2.1,
Statistica 7 (Stat-Ease, Inc, EUA) e Excel 2013 (Microsoft, EUA).
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1.3.6 Validag&do do método otimizado

O método cromatografico desenvolvido para as folhas de pitanga foi validado
gualitativamente de acordo com as recomendacdes do International Conference for
Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use (ICH,
2005). Esta etapa foi realizada ao se estimar os parametros de precisao instrumental,
repetibilidade e preciséo intermediaria por meio do desvio padréo relativo (DPR) para
0s mesmos em relacdo aos tempos de retencao relativos de picos superiores a 4% da
area total do pico em todas as corridas cromatograficas (SOUZA et al., 2018; FUNARI
et al.,, 2014a) em relacdo a um pico de referéncia com a maior intensidade no

cromatograma (destacado com um asterisco, Fig. 10a).

Além disso, a robustez do método cromatografico também foi avaliada por
meio de um Planejamento Fatorial Completo 22 com 4 pontos centrais. As variaveis
testadas foram A (vazdo, no intervalo de 0,59-0,61 mL min %), B (Temperatura, no
intervalo de 33-37°C) e C (% AcOH em H20, no intervalo de 0,8-1,2%, v/v). Os nomes
das variaveis foram alterados em relagédo a outros planejamentos empregados para
otimizacdo cromatografica uma vez que as mesmas foram estudadas em intervalos
diferentes neste caso. As respostas avaliadas também foram os tempos de retencao
relativos dos picos cromatograficos superiores a 4% da éarea total do pico em em
todos os experimentos realizados (no caso, picos 1, 2, 3, 5 e 7) em relagéo ao pico
de referéncia 6, destacado com asterisco na Fig. 10a . No caso de nenhuma variavel
ser significativa (ou seja, as pequenas alteracbes ndo mostram influéncia nas
respostas escolhidas), o método cromatografico € considerado robusto (FERREIRA
et al., 2017; CHRIST et al., 2014). Todas as corridas cromatograficas nesta etapa
também foram realizadas em ordem aleat6ria. Os célculos foram realizados a 95% de

confianca.

1.3.7 Avaliacao do impacto ambiental: AGREE

Como alternativa a métrica HPLC-EAT, utilizou-se a métrica AGREE (Analytical
GREenEss Metric, PENA-PEREIRA, WOJNOWSKI, TOBISZEWSKI, 2020) para se
guantificar o impacto ambiental do método desenvolvido e para estabelecer
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comparagdes com o método de referéncia de Assuncao et al. (2017). A métrica foi
selecionada porque representa o estado-da-arte na literatura e possibilita uma
avaliacao flexivel, rapida, de facil interpretacdo porém holistica do impacto ambiental
de processos. O critério de avaliacdo se baseia em critérios quantitativos baseados
nos 12 principios da Quimica Analitica Verde (para os quais podem ser atribuidos
pesos pelo analista), os quais séo transformados em uma escala que varia de 0 a 1.
O resultado final é apresentado na forma de pictograma por um software livre
disponibilizado no material suplementar da referéncia original. O pictograma indica um
score final, a performance do processo em cada um dos critérios avaliados e eventuais
pesos atribuidos pelo usuério (PENA-PEREIRA, WOJNOWSKI, TOBISZEWSKI,
2020).

1.3.8 Analises subsequentes por CLUE-DAD-MS

As andlises foram realizadas em um Cromatografo Liquido de Ultra-Alta
Eficiéncia (Shimadzu Nexera UC, Kyoto, Japao), composto por um controlador (CBM
20-A), um degaseificador (DGU-20A), uma bomba ternaria (Nexera X2 LC -30AD), um
autoinjetor (Nexera X2 SIL-30AC), um compartimento termoestavel para coluna (CTO-
20AC), um detector por arranjo de fotodiodos (SPD-M20A); quadrupolo ‘single’ com
interface ESI (LC2020). O método em CLAE da subsecédo 1.3.4 foi transposto para
CLUE-DAD-MS com o auxilio do software livre HPLC calculator v. 3.0 (GUILLARME,
et al., 2008). As separacdes foram realizadas com uma coluna do tipo fenil-hexil de
dimensdes 150 x 2,10 mm, 1,7 um (Acquity UPLC CSH, Waters, EUA). A vazao do
sistema foi de 0,2 mL-mint, a temperatura do forno foi mantida em 35 °C (um
aguecedor de pré-coluna de 0,10 mm de d.i. e 1 mL foi usado (Thermo Fisher, EUA)
e 0 volume de injecdo foi de 1 pL. A coluna foi equilibrada com 5 mL. As separacdes
foram monitoradas a A = 270 nm. Os espectros de massas foram obtidos durante a
andlise.

Os espectros de massas foram obtidos nos modos de ionizagdo positivo e
negativo. As condicbes do espectrbmetro de massa foram: fluxo de gas de
nebulizacéo, 1,5 L-min; fluxo de gas de secagem, 15 L-mint; heat block temperature,
400 ° C e dissolution line temperature, 250°C. A voltagem do detector foi de 0,1 kV. O

equipamento foi operado no intervalo de 100 a 1000 m/z (full-scan).
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1.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.4.1 Planejamento Fatorial Fracionario 2,°': Escolha da melhor coluna

cromatografica e selecédo das variaveis significativas

Inicialmente, empregou-se um Planejamento Fatorial Fraciondrio com
condi¢Bes cromatograficas idénticas para cada uma das duas fases estacionarias sob
comparacdao, i.e., XBridge (fase ligada polimérica) e XSelect (fase ligada fenil-hexil),
ambas com as mesmas dimensdes. Esse tipo de planejamento experimental foi
selecionado considerando que o mesmo possibilita a triagem de variaveis com um
namero reduzido de experimentos em comparacdo com o Planejamento Fatorial
Completo (MONTGOMERY, 2017), o que permite a economia de energia, tempo e
reagentes e, portanto, exerce coeréncia com 0s principios 7, 8 e 9 da Quimica
Analitica Verde (GALUSZKA, MIGASZEWSKI, NAMIESNIK, 2013). Cromatogramas
representativos dos experimetos realizados no Planejamento Fatorial Fracionario séo

apresentados na Fig. 5.

De acordo com a Fig. 5, a coluna XSelect apresentou uma melhor performance
de separagcdo em quase todos o0s experimentos realizados (com exce¢do dos
experimentos 3 e 14, vide Tab. 1 e Fig. 5) de acordo com os scores apresentados para
a resposta GCF. Isso ocorreu porque provavelmente as unidades fenil-hexil presentes
na coluna XSelect exerceram interacfes do tipo -1 com 0s aneis aromaticos dos
metabdlitos secundarios (majoritariamente identificados como taninos hidrolisaveis e
flavonoides, além dos marcadores acido elagico e gdlico, vide Secao 1.4.4), o que
viabilizou retencdes e/ou separacdes mais efetivas em relacéo a coluna XBridge, uma
coluna de fase ligada polimérica. Dessa forma, a coluna XSelect foi selecionada para
desenvolvimento e otimizagdo do método cromatografico para impressao digital

metabolica das folhas de pitanga.



Tabela 1: Valores codificados (e reais) das variaveis estudadas seguidas pelas respectivas respostas no Planejamento Fatorial Fracionario 2,5

Fatores cromatogréficos (variaveis independentes)
Fases estacionarias

o
i XSelect (fenil-hexil) XBridge
X,a X2 Xa2 X2 Xsab (polimérica)
HPLC-EATY
GCFe De GCFe
Eq. Gr. Total
1 1 (5,26%) 1 (52,63%) 1 (35°C) -1 (0%) +1 (1,0 113,06 2,51 16,59 19,10 0,60 46,29
2 +1(21,05%) -1 (52,63%) -1 (35°C) -1 (0%) -1(0.6) 82,48 10,05 12,67 22,72 0,46 17,56
3 -1 (5,26%) +1 (100%) -1 (35°C) -1 (0%) -1(0,6) 97,72 2,51 18,09 20,61 0,53 165,29
4 +1(21,05%) +1 (100%) -1 (35°C) -1 (0%) +1 (1,0) 154,69 10,05 34,68 44,73 0,00 15,52
5 -1 (5,26%) -1 (52,63%) +1 (80°C) -1 (0%) -1(0,6) 101,35 2,51 9,95 12,46 0,63 9,59
6  +1(21,05%) -1 (52,63%) +1 (80°C) -1 (0%) +1 (1,0) 30,68 10,05 21,11 31,16 0,19 16,67
7 -1 (5,26%) +1 (100%) +1 (80°C) -1 (0%) +1 (1,0) 109,33 2,51 30,16 32,67 0,40 7,19
8 +1(21,05%) +1 (100%) +1 (80°C) -1 (0%) -1(0,6) 23,82 10,05 20,81 30,86 0,16 11,24
9 -1 (5,26%) -1 (52,63%) 11 (35°C) +1 (1%) -1(0,6) 239,84 2,51 9,95 12,46 1,00 85,68
10 +1(21.05%) -1 (52.63%) 11 (35°C) +1 (1%) +1 (1,0) 58,96 10,05 21,11 31,16 0,30 8,96
11 -1(5.26%) +1 (100%) 11 (35°C) +1 (1%) +1 (1,0) 158,35 2,51 30,16 32,67 0,49 94,70
12 +1(21.05%) +1 (100%) 11 (35°C) +1 (1%) -1(0,6) 92,11 10,05 20,81 30,86 0,39 4,95
13 -1(5,26%) -1 (52,63%) +1 (80°C) +1 (1%) +1 (1,0) 42,10 2,51 16,59 19,10 0,33 0,00
14 +1(21,05%) -1 (52,63%) +1 (80°C) +1 (1%) -1(0,6) 10,93 10,05 12,67 22,72 0,00 12,13
15 -1(5,26%) +1 (100%) +1 (80°C) +1 (1%) -1(0,6) 38,64 2,51 18,09 20,61 0,30 13,73
16 +1(21,05%) +1 (100%) +1 (80°C) +1 (1%) +1 (1,0) 29,94 10,05 34,68 44,73 0,00 2,24
PC' 0 (13,16%) 0 (76,32%) 0 (57,5°C) 0 (0,5%) 0(08) 84,12 6,28 20,51 26,79 0,41 4,44
+ 36,16 +0,10 +0,65

X1 (% inicial de B); X2 (% final de B); X3 (Temperatura, °C); X4 (% AcOH em A, v/v); Xs (Vaz&o, mL min™).? 5=1234.

¢ Green Chromatographic Fingerprinting (GCF), uma versao otimizada da funcdo Green Chromatographic Fingerprinting Response (GCFR, Funari et al.,
2014a), empregada com modificacdes. ¢ Scores foramcalculadas considerando o equilibrio das colunas empregando eluicéo isocratica com 10 volumes
(no caso, 25 min de corrida na qual X1 do gradiente seguinte corresponde a porcentagem de B, e vazdo de 1 mL min't), como recomendado pelos
fabricantes (score do equilibrio, eq.), e gradientes lineares com tempo de 30 minutos (score do gradiente, gr.). Score total correspondente a soma dos
scores do gradiente e do equilibrio . Massa do EtOH calculada considerando a massa especifica (p) a 25° C (0,785 g cm®; LIDE,2006) e com valores
ajustados (valores reais de multiplicados pelo fator de corre¢éo de 0,95 visto que B possui pureza 95° GL)

¢ Desejabilidade global envolvendo os valores de desejabilidade individuais (baseados nos maiores e menores valores do design experimental) para GCF e
so score (total) de HPLC-EAT para a coluna Xselect. f Pontos centrais. Resultados apresentados como média + desvio padréo (n=3).
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Figura 5: Experimentos realizados no Planejamento Fatorial Fracionario 2,>* para as colunas
XBridge (cromatogramas em verde) e XSelect (cromatogramas em vermelho). Pontos centrais ndo
foram representados;realizados apenas para mensuracéo do erro
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As variaveis mais estatisticamente significativas no que se refere a
desejabilidade global envolvendo os scores para GCF e HPLC-EAT foram X1, X2 e X3
a 95% de confianca e conforme indicado em um grafico de probabilidade normal (Fig.
6). Embora uma interagéo entre Xs e X4 tenha sido significativa de acordo com
resultados da Analise de Variancia (ANOVA), o contraste principal relativo a X4 nao
apresentou relevancia; portanto, tal interacao nao foi indicada na Figura 6. Xs também
nao foi significativa; apesar de préxima de ser relevante, tal contraste pode assumir o
valor zero considerando seu intervalo de confianga. Portanto, os fatores X4 e Xs, ndo
significativos, foram fixados nos niveis -1, i.e., 0% de acido acético (AcOH) em A (v/v)
and 0,6 mL min?! de vazdo, respectivamente (fixadas nos menores valores
experimentais uma vez que ambas as variaveis supracitadas apresentaram contrastes
negativos). Essa escolha reduz o gasto de reagentes e aplica o principio 7 da Quimica
Analitica Verde (GALUSZKA, MIGASZEWSKI, NAMIESNIK,2013).

2
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Contrastes

Figura 6: Grafico probabilidade normal com contrastes (principais) significativos
representados

Um modelo polinomial preliminar foi estimado com os termos significativos
elucidados a partir do Planejamento Fatorial Fracionario, e calculos na ANOVA
indicaram que o modelo possui um R? (coeficiente de determinagéo) de 0,81. No
entanto, esse tipo de planejamento apresenta um numero reduzido de niveis

experimentais e nao torna possivel a estimativa da eventual curvatura (quadratica) na
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superficie de resposta obtida para tal modelo. Assim, o planejamento utilizado foi uma
etapa inicial da investigacdo, empregada apenas para escolha da melhor coluna e

identificacdo das variaveis significativas.

1.4.2 Otimizacédo: Planejamento Composto Central (CCD)

ApoOs a identificagdo das variaveis mais significativas, um Planejamento
Composto Central (Tab. 2) foi empregada para otimizagéo global das condi¢bes
cromatograficas. A partir dos experimentos do CCD, foi possivel estimar modelos
matematicos que correlacionaram as variaveis independentes com a funcdo de
desejabilidade global (D) envolvendo os scores para GCF e HPLC-EAT (total).
Inicialmente, um modelo preliminar considerando todos os termos possiveis de serem
calculados foi estimado, a 95% de confianca. Apés tal etapa, considerando que
apenas os coeficientes bo (intercepto), b1, b2 e bs (coeficientes lineares) foram
significativos, o modelo foi recalculado com a eliminag&o dos termos né&o relevantes,
e 0 modelo resultante, a 95% de confianca (e envolvendo os valores para D sem
aproximacéo das casas decimais) estéd representado pela Eg. 7. Cromatogramas
representativos das condices cromatograficas exploradas no Planejamento

Composto Central estdo indicadas nas figuras 7 e 8.

D = 0'397(i0-073) - 0'223(i0.086)X1 - 0'182(i0.086)X2 - 0'101(i0.086)X3 (7)

De acordo com a Analise de Variancia (ANOVA, Tab. 3) O modelo recalculado
apresenta um R? (coeficiente de determinacdo) de 0,79. Além disso , Testes F
indicaram que a regressao é significativa, considerando que o valor de F experimental
(MQr/MQr) de 18,95 é quase 6 vezes maior que o valor de F tabelado (F3,1595%),
correspondente a 3,29. O modelo ndo apresentou falta de ajuste uma vez que o valor
de F calculado (MQrai/MQEep) de 4,99 € menor que o valor de F tabelado (F11,4,95%) de
5,94. Isso sugere que o modelo pode ser empregado para realizar previsdes da
condicao otima.



Tabela 2: Valores codificados (e reais) das variaveis restudadas seguidas pelas respectivas respostas no Planejamento Composto Central (CCD)

a Fatores cromatogréficos (variaveis independentes) Respostas
it HPLC-EATd
X182 X2 Xaab GCFe¢ De
Equilibrio Gradiente Total
1 -1 (8,46%) -1 (62,23%) -1 (42,09°C) 101,39 4,04 12,15 16,19 0,97
2 +1 (17,85%) -1 (62,23%) -1 (42,09°C) 51,76 8,52 13,76 22,29 0,44
3 -1 (8,46%) +1 (90,40%) -1 (42,09°C) 57,89 4,04 16,99 21,03 0,53
4 +1 (17,85%) +1 (90,40%) -1 (42,09°C) 84,14 8,52 18,61 27,13 0,00
5 -1 (8,46%) -1 (62,23%) +1 (62,91°C) 106,30 4,04 12,15 16,19 1,00
6 +1 (17,85%) -1 (62,23%) +1 (62,91°C) 9,76 8,52 13,76 22,29 0,07
7 -1 (8,46%) +1 (90,40%) +1 (62,91°C) 25,50 4,04 16,99 21,03 0,31
8 +1 (17,85%) +1 (90,40%) +1 (62,91°C) 21,63 8,52 18,61 27,13 0,00
9 -af (5,26%) 0 (76,32%) 0 (52,5°C) 27,97 2,51 14,02 16,54 0,44
10 +af (21,05%) 0 (76,32%) 0 (52,5°C) 8,80 10,05 16,74 26,79 0,00
11 0(13,16%) -af (52,63%) 0 (52,5°C) 56,93 6,28 11,31 17,59 0,66
12 0(13,16%) +af (100%) 0 (52,5°C) 27,25 6,28 19,45 25,73 0,16
13 0(13,16%) 0 (76,32%) -af (35°C) 72,56 6,28 15,38 21,66 0,57
14 0(13,16%) 0 (76,32%) +af (70°C) 10,28 6,28 15,38 21,66 0,09
PCf 0 (13,16%) 0 (76,32%) 0 (52,5°C) 51,34 + 14,00 6,28 15,38 21,66 0,46+0,08

49

2 X1 (% inicial de B); X2 ( % final de B); X3 (Temperatura, °C). ® Nivel maximo estudado para Xsreduzido para 70° C (vide experimento 14) em relagéo ao
Planejamento Fatorial Fracionéario (Tab.1) ¢ Green Chromatographic Fingerprinting (GCF), uma versao otimizada da funcdo Green Chromatographic
Fingerprinting Response (GCFR, Funari et al., 2014a), empregada com modificacdes. “Scores foramcalculadas considerando o equilibrio das colunas
empregando eluigdo isocratica com 10 volumes (no caso, 25 min de corrida na qual X1 do gradiente seguinte corresponde a porcentagem de B, e vazdo de 1
mL min'), como recomendado pelos fabricantes (score do equilibrio, eq.), e gradientes lineares com tempo de 30 minutos (score do gradiente, gr.). Score total
correspondente & soma dos scores do gradiente e do equilibrio . Massa do EtOH calculada considerando a massa especifica (p) a 25° C (0,785 g cm’3;
LIDE,2006) e com valores ajustados (valores reais de multiplicados pelo fator de correcéo de 0,95 visto que B possui pureza 95° GL)

¢ Desejabilidade global envolvendo os valores de desejabilidade individuais (baseados nos maiores e menores valores do design experimental) para GCF e so
score (total) de HPLC-EAT para a coluna Xselect.  Pontos centrais. Resultados apresentados como média + desvio padr&o (n=5).
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Figura 7: Cromatogramas dos experimentos 1 a 8 do Planejamento Composto Central (CCD)
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Tabela 3: Analise de Variancia (ANOVA) para o modelo estimado (Eq. 7) através do Planejamento
Composto Central (CCD) correlacionando os termos significativos com a Desejabilidade Global (D)
Testes F (95% de

Tabela ANOVA

confianca)
FO nte de Va.”agé.o GL MQ Fcalculado Ftabelado
SQR 1,27 3 0,42
18,95 3,29
SQr 0,33 15 0,02
SQT 1,60 18
R? 0,79
EP 0,02 4 0,01
: 4,99 5,94
FAj 0,31 11 0,03

SQR, Soma Quadratica de Regressao; SQr, Soma Quadratica dos Residuos; SQT, Soma Quadratica
Total; R?, Coeficiente de Determinagédo; EP, Erro Puro; FAj, Falta de Ajuste; GL, Graus de Liberdade;
MQ, Média Quadratica (com resultado aproximados com duas casas decimais)

Superficies de resposta foram plotadas a partir do modelo estimado e estdo
indicadas na Fig.9a-c. Os graficos e a Equacdo 7 previram uma condicao
cromatografica otimizada com Xi, X2 € X3 nos menores niveis experimentais (ou,
considerando os experimentos originais do CCD, o valor codificado de -1,68179 para
essas variaveis, o que corresponde aos valores reais de 5,26% B para X1, 52,63%
para X2 e 35°C para Xs). Essa condic&o teoricamente forneceria o valor de 1,25 para
0 6timo global da desejabilidade (D), obtido pela substituicdo do respectivo valor

codificado para cada variavel ou termo relevante no modelo recalculado (Eq. 7).
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Figura 9: Superficies de resposta para o modelo multivariado (Eq. 7) estimado pelo Planejamento Composto Central (CCD). (a) Desejabilidade Global
(D) versus % inicial de EtOH (X1), % final de EtOH (X2), variavel fixada: Temperatura (X3, °C,-1,68179 ou 35°C); (b) Desejabilidade Global (D) versus % inicial
de EtOH (X1), Temperatura (Xs, °C), variavel fixada: % final de EtOH (X2, -1,68179 ou 52,63%); (c) Desejabilidade Global (D) versus % final de EtOH (X2),
Temperatura (Xs, °C), variavel fixada: % inicial de EtOH (X1, -1,68179 ou 5,26%)
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Essa condi¢cdo cromatogréfica (5,26-52,63% B em 30 min, a 35°C, 0% AcOH
em A (v/v) e 0,6 mL min?) inicialmente foi testada. Porém, notou-se que a auséncia
de acido acetico na fase moével reduziu a resolucdo dos picos. Entdo, uma vez que a
variavel X4 nao foi significativa (no que se refere ao contraste principal, de primeira
ordem), foi empregado um método empirico, de modo que a condicdo 6tima
supracitada foi testada porém com 1% AcOH na fase movel (no caso, A, v/v). Ainda
gue esta decisdo seja adequada do ponto de vista analitico mas néo seja a ideal do
ponto de vista da Quimica Analitica Verde, as resolu¢des dos picos melhoraram sob
um aspecto geral e foram consideradas satisfatérias para obtencéo dos espectros UV
,um importante parametro para o trabalho. Apés testar-se tal condi¢do, foi obtido o
valor de 2.08 + 0.14 para D (média + desvio padrdo, n=5). Esse valor € bem maior do
gue o Gtimo previsto, provavelmente devido ao acido na fase mével, que deslocou o
equilibrio de ionizacdo de compostos de carater acido, melhorando a resolucéo,
separacdo e, por conseqUéncia os valores de GCF para as andlises
cromatograficas. Também, é importante destacar que os experimentos no CCD foram
realizados sem acido na fase moével, o que influencia na elevada diferenca entre o
valor predito e o experimental para o método empirico. O valor médio experimental
também ultrapassou todos os valores para D no que tange aos experimentos originais
do Planejamento Composto Central, o que prova a eficiéncia da otimizacdo. A pressao
do sistema HPLC ndo excedeu 14,5 MPa quando tal condicdo foi testada. Um
cromatograma representativo de tal condi¢cao esta indicado na Fig. 10a.

Considerando aspectos ambientais, o Planejamento Composto Central foi
escolhido em relacdo a outros planejamentos uma vez que ele requer um menor
nimero de experimentos em relacdo ao planejamento 33 e pode fornecer resultados
comparaveis ao mesmo (MONTGOMERY, 2017), o que é coerente com 0S propositos
sustentaveis do trabalho e com os principios 7,8 e 9 da Quimica Analitica Verde
(GALUSZKA, MIGASZEWSKI, NAMIESNIK, 2013). Também, as respostas GCF e
HPLC-EAT (simultaneamente otimizadas através da desejabilidade global) abrangem
simultaneamente aspectos multiparamétricos, analiticos e sustentaveis e, portanto,
concordam com os mesmos principios. No que tange aos reagentes utilizados, a
escolha do bioetanol derivado da biomassa e do acido acetico na fase movel ao invés
dos frequentemente empregados porém toxicos acetonitrila (MeCN), metanol (MeOH)
ou acido trifluoroacético (TFA) esta em concordancia com os principios 10,11 e 12 da
Quimica Analitica Verde (GALUSZKA, MIGASZEWSKI, NAMIESNIK,2013).
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O fato de o modelo empirico estimado e as superficies de resposta terem
revelado que o fingerprinting cromatografico mais satisfatorio seria obtido quando as
porcentagens inicial e final de EtOH (X1 e X2, respectivamente) bem como a
temperatura (Xs) fossem estabelecidas nos menores niveis experimentais estudados
também apresentou um impacto positivo, possibilitando a aplicacédo dos principios 7 e
9 da GAC. Valores menores para Xi, X2 e X3 conduziram a dois efeitos desejaveis —
um aumento nos scores GCF e uma reducéo nos valores de HPLC-EAT devido ao
menor consumo de solvente orgéanico, o que leva a um aumento significativo do valor
da desejabilidade global (D). Resultados de experimentos no CCD (p.ex.
experimentos 1, 5, 6, 13 e 14; Tab. 2) corroboram essas conclusdes.

Do ponto de vista quimico, a relevancia das variaveis X1, X2 e X3 (bem como
as condicfes oOtimas de trabalho para as mesmas) pode ser justificada. A variavel X1
esta diretamente relacionada a forca de eluicdo da fase mével. Assim, um aumento
dos valores experimentais para essa variavel ocasionou coeluicdo de bandas
cromatograficas, prejudicando a separacao e portanto, a distribuicéo de picos ao longo
do cromatograma, causando decréscimo da resposta GCF. De modo simultaneo, o
aumento do consumo de solvente organico aumenta o impacto ambiental global da
corrida cromatografica e, portanto, aumenta o score correspondente a fungdo HPLC-
EAT. Assim, valores de X1 devem ser 0os menores possiveis, 0 que condiz com 0s
resultados obtidos. Paralelamente, nota-se uma tendéncia similar para a variavel Xz:
guando estudada em niveis experimentais maiores, ocorre uma reducdo na taxa de
variagdo da forca eluotropica (em relacdo a Xi), o que prejudica a separacdo
cromatografica, bem como a distribuicdo dos picos cromatograficas (explicando o
decréscimo individual da resposta GCF) e aumenta o consumo de solvente organico,
aumentando o score para a resposta HPLC-EAT e portanto, reduzindo a
desejabilidade global.

No que tange a variavel X3, o aumento da temperatura do forno da coluna
acarretou na eluicdo prematura das bandas em razdo do decréscimo da constante
dielétrica da agua, o que potencializou a sua interacdo com analitos de menor
polaridade e intensificou a for¢a de eluigdo. Tais fatores explicam porque 0s menores
niveis experimentais sdo ideais para a obtencdo da impressao digital cromatografica

otimizada para E. uniflora.
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E importante salientar que variacdes na desejabilidade global envolvendo
experimentos de mesmo impacto ambiental estdo exclusivamente relacionado a
resposta GCF, uma vez que alteracdes nos niveis experimentais para a temperatura
ndao modificam a quantidade de solvente organico empregada na corrida
cromatografica e,portanto, ndo alteram o score para a resposta HPLC-EAT (GABER
et al., 2011).

1.4.3 Comparacéo da performance e do impacto ambiental do método desenvolvido

em relacdo a um método de referéncia da literatura

O método desenvolvido neste trabalho foi meticulosamente comparado com
um meétodo de referéncia previamente reportado na literatura por Assuncao et al.
(2017; condicbes cromatograficas na legenda da Fig. 10b) para impressao digital
cromatografica das folhas de E. uniflora. Esse trabalho foi escolhido como método de
referéncia entre outros na literatura porque ele apresenta bons e desejaveis valores
de resolucao, forma de pico e separacdo dos compostos presentes nas folhas de
pitanga. Também, o método de referéncia usa acetonitrila (MeCN) como solvente
organico, o qual pode ser considerado um solvente de referéncia em cromatografia
liguida. O método de Assuncéo et al. (2017) foi meticulosamente reproduzido em
nosso laboratdrio, e um cromatograma representativo para tal condigdo esta indicado

na figura Fig. 10b.
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Figura 10: (a) Impressao digital cromatografica do extrato hidroetandlico das folhas de E. uniflora em A = 270 nm. Fase estacionaria: XSelect, 150 x
4,6 mm. Fases méveis: H20 + 1% AcOH (A. v/v) e bioetanol (EtOH grau alimenticio 95° GL, B) no seguinte gradiente linear: 5,26 —52,63% B em 30 min.
Vazdo: 0,6 mL min't. Temperatura de analise: 35 °C; volume de injecdo: 20 L. Espectros UV dos picos cromatograficos majoritarios e/ou de picos
representativos das clases de metabdlitos presentes ou principais marcadores (2, 4, 5 e 6) estédo representados acima do cromatograma. 1-3, 5-7 sdo picos
que se encaixam no critério para avaliar a robustez do método (Secéo 1.3.6); 2 4cido galico; 4 pico representativo para a classe metabdlica dos taninos
hidrolisaveis com unidades de acido galico; 5 acido elagico; 6* quercitrina, pico representativo para a classe dos flavonois e pico de referéncia para validagéo
(Secéo 1.3.6). (b) Cromatograma obtido a partir da reproducédo do método de referéncia de Assuncéo et al. (2017). Fase estacionaria: Synergi Hydro-RP,
250 x 4,6 mm. Fases moveis: H20 (C) e MeCN (D) no seguinte gradiente: 2-5% D em 0-5 min, 5-20% D em 5-12 min, 20-25% D em 12-15 min, 25-40% D em
15-18 min, 40-80% D em 18-25 min, 80-5% D em 25-28 min e 5-2% D em 28-30 min . Vaz&o: 1,0 mL min’. Temperatura de analise: 25°C; Volume de
injecéo: 20 pL.
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O método ambientalmente amigavel desenvolvido nesse trabalho (Fig. 10a) e
o método de referéncia (Fig. 10b) apresentaram scores de GCF de 279,37 + 32,06 e
50,03 + 5,80 (n=5, média * desvio padrdo), respectivamente. Considerando
especificamente tal valor, um Teste T de Student a 95% de confianca revela que o
método com EtOH é estatisticamente superior ao método de referéncia. Isso pode ser
explicado principalmente pelo maior nimero de picos (n) e a maior distribuicdo dos
picos ao longo do do cromatograma (i.e, a razdo entre o numero de picos em uma
metade do cromatograma com menos picos € 0 humero de picos da outra metade
com mais picos, ou FP/MP, termo da resposta GCF) no que se refere ao método
desenvolvido em relacao ao método de referéncia, uma vez que os valores médios de
namero de picos e a razdo FP/MP para o método verde € maior que 0S mesmos em
relacdo ao método de referéncia. Esses resultados evidenciaram a superioridade do
método desenvolvido em relacdo ao de referéncia estritamente de um ponto de vista
cromatografico.

No que se refere ao impacto ambiental quantificado pela métrica HPLC-EAT, o
método estatisticamente desenvolvido no presente trabalho foi menos impactante que
o método de referéncia. O método cromatografico proposto apresentou um valor de
HPLC-EAT quase 3x menor que o méetodo de referéncia (para essa meétrica, quanto
menor o score, mais verde € o método; GABER et al., 2011). A comparacao leva em
consideracao apenas os gradientes até 30 minutos uma vez que o equilibrio da coluna
nao foi claro no trabalho de referéncia publicado, mas mesmo as suposi¢cdes mais
otimistas ndo tornariam o método de referéncia mais verde que o0 meétodo
desenvolvido com bioetanol. O score do método desenvolvido com bioetanol pode ser
ainda menor considerando que 0s scores originais para SHE sao originalmente
baseados no EtOH grau HPLC, o que pode ser produzido pela hidratacdo do eteno
(origem nao renovavel) ao invés da fermentacdo da biomassa, uma producdo mais
verde empregada para se obter bioetanol (OLIVES, GONZALEZ-RUIZ, MARTIN 2017;
ZABED et al., 2017; FUNARI et al., 2016).

A melhor performance ambiental do método desenvolvido nesse trabalho pode
ser justificada pelos scores favoraveis de seguranca (S), saude (H) e impacto
ambiental (E) em relacdo ao EtOH em comparacdo com MeCN. Enquanto EtOH é

considerado por alguns autores como o0 solvente alternativo mais verde para
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cromatografia considerando sua biodegradabilidade, origem renovavel (no caso do
etanol grau alimenticio) e toxicidade relativamente baixa (NUTRIZIO et al., 2020;
PRAT et al., 2016; PRAT, HAYLER, WELLS, 2014;TOBISZEWSKI, NAMIESNIK,
PENA-PEREIRA,2017; CHEMAT, VIAN, CRAVOTTO, 2012; OLIVES, GONZALEZ-
RUIZ, MARTIN 2017), MeCN, ainda que possua uma viscosidade menor que o EtOH,
apresenta toxicidade aos mamiferos e a vida aquatica (FRITZ, RUTH, KRAGL, 2009;
KALJURAND e KOEL, 2011); e por isso deve ser evitada mesmo em quantidades
analiticas. O volume de empregado em ambos 0os métodos também ajuda explicar a
diferenca de scores. O método proposto neste trabalho consome apenas 4,95 mL de
EtOH por gradiente, enquanto o método de referéncia consome 8,25 mL de MeCN por
gradiente. Isso sugere que o método desenvolvido aqui gasta 40% menos solvente
gue o método de referéncia, e também usa uma alternativa verde como modificador
organico.

A superioridade do método desenvolvido também pode ser mostrado com a
aplicacdo de uma métrica hibrida que consiste na razdo entre GCF e HPLC-EAT,
visando comparar de maneira holistica 0 método estatisticamente desenvolvido com
EtOH e 0 método de referéncia levando em consideracdo parametros de separacao e
sustentablidade simultaneamente. Quanto maior a razdo GCF/HPLC-EAT maior é a
superioridade holistica do método cromatogréfico, raciocinio analogo ao apresentado
pela métrica original (FUNARI et al., 2014a). Nesse contexto, as razées GCF/HPLC-
EAT para o método verde desenvolvido e o método de referéncia foram 28,07 + 3.55
e 1,70 = 0.20, respectivamente., e testes T de Student (95% de confianca e para as
razdes em especifico) revelam uma superioridade do método desenvolvido com EtOH.
Entdo, com base nos aspectos supracitados, € muito claro que o método a base de
bioetanol possui uma maior performance geral em relacdo ao de referéncia mesmo
empregando um modificador organico mais viscoso, e pbdde ser aplicado sem
mudanc¢as na instrumentacdo. Eventuais diferencas envolvendo o cromatograma
original reportado por Assuncéo et al. (2017) e o obtido na reproducdo em nosso
laboratorio podem ser atribuidas as regides distintas onde as plantas foram cultivadas,
condi¢cdes climaticas, sazonalidade e condi¢des de colheita e conservacdo do material
vegetal.

Do ponto de vista econbmico € importante destacar que o bioetanol grau
alimenticio empregado no presente trabalho (EtOH 95° GL) foi comprado por 3 US$ o
litro, enquanto que a MeCN grau HPLC usada no método de referéncia custou 17 US$
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o litro. Considerando as quantidades de solvente organico empregadas em ambos 0s
gradientes, o meétodo desenvolvido com bioetanol foi 9,4x mais barato.
Adicionalmente, enquanto que o efluente gerado pelo método com etanol € composto
apenas por reagentes menos toxicos ou biodegradaveis (a matriz vegetal, AcOH e
EtOH), o efluente gerado no método de referéncia deve ser tratado uma vez que ele
contém MeCN, o que resulta em custos adicionais. Esse custo reduzido associado é
relevante para pequenos laboratérios. Dados referentes a comparacéo entre o método
desenvolvido com bioetanol e 0 método de Assuncéo et al. (2017) estdo resumidos
na tabela 4.
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Tabela 4: Comparacgéo da performance cromatografica e ambiental do método proposto no presente trabalho com o método de referéncia de Assuncgao et al.
(2017) previamente publicado para obtengéo de fingerprinting metabolico de Eugenia uniflora L. em CLAE

Termos da Eq. 2

Método/referéncia n2 GCPF® HPLC-EAT ¢ GCF/HPLC-EATH
n2 FP/MP n/ti
Proposto neste trabalho 21,60 + 0,55 466,80 + 23,55 0,80 + 0,05 0,75+ 0,02 279,37 + 32,06 9,95 28,07 + 3,55
Assuncéo et al. (2017) 17,60 +1,14 310,80 + 39,83 0,21 +0,02 0,78 £ 0,05 50,03 £5,80 29,50 1,70 £ 0,20

aNumero de picos detectados nos respectivos cromatogramas (Figs 10a,b). Resultados apresentados como média + desvio padrédo (n=5).

® Green Chromatographic Fingerprinting (GCF). Quanto maior o score, maior é a performance cromatografica do método Resultados apresentados como média
+ desvio padrédo (n=5).

¢ Quanto menor o score, mais sustentavel € o método. Apenas gradients até 30 minutos foram levados em consideragao. Célculos foram realizados considerando
valor de massa especifica (p) de 0,785 e 0,786 g cm™ para etanol (modificador organico empregado neste trabalho) e acetonitrila [empregada no trabalho de
referéncia, Assuncao et al. (2017)], respectivamente.

4 Resultados apresentados como média + desvio padrdo (n=5).



62

A programacdo do método de eluicdo 6timo no sistema CLAE esta

representado na figura 11.
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Figura 11: Programacéo do método 6timo desenvolvido no sistema CLAE (Jasco, Japao)

1.4.4 Aplicacdo do método desenvolvido para deteccéo dos principais classes de

metabdlitos secundarios presentes nas folhas de E. uniflora

A seletividade apropriada do método desenvolvido permitiu a detecgédo de
classes de metabdlitos presentes no extrato hidroalcodlico das folhas de pitanga.
Conforme indicado na Fig. 10a, os espectros UV dos compostos eluindo entre 12 - 22
min sao tipicos de taninos hidrolisaveis com unidades de acido galico (bandas de
aprox. 215 e 270 nm; um espectro UV representativo é indicado para o pico 4 na Fig.
10a). Por outro lado, os espectros UV observados para picos entre 23-30 minutos sao

compativeis com flavonois (banda Il entre 240-280 nm, banda | entre 300 e 380 nm;
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um espectro UV representativo é apresentado para o pico 6, Fig 10a). Também,
identificou-se os marcadores acido galico (pico 2, Fig. 10a, tR aprox. 10,5 min), acido
elagico (pico 5, Fig. 12a, tR aprox. 23 min) e quercitrina (pico 6*, Fig. 10a, tR aprox.
24,5 min; MABRY, MARKHAM, THOMAS, 1970). As estruturas dos &cidos gélico, da

guercitrina e do acido elagico estao representados na figura 12.

(a) (b) (c)

0
s B HO O
A HO \ )—OH
HO™ ™~ "~OH g O OH
OH "-OH

OH

Figura 12: Estrutura de (a) &cido gélico; (b) quercitrina e (c) &cido elagico

Fonte: Elaborado pelo autor

A identidade dos marcadores foi confirmada por coinjecdo de padrdes
auténticos isolados em laboratorio e por resultados oriundos de espectrometria de

massas (Tabela 5).

Tabela 5: Compostos propostos para E. uniflora por LC-DAD-MS e dados de UV e MS

correespondentes
Pico UV (nm)? [M+H]* [M-H]~ Composto
2 272 - 169 Acido galico
5 254, 362 - 301 Acido elagico
6 254, 356 465 - Quercitrina

aCoincidentes (ou ndo) com Amax; Obtidos manualmente em software do sistema cromatografico

As classes mencionadas de metabdlitos ou compostos ja foram reportadas na
literatura para as folhas de E. uniflora (LEE et al., 1997; SCHMEDA-HIRSCHMANN
etal., 1987; RATTMANN et al., 2012; ASSUNCAO et al., 2017). A identificacdo dessas
classes ou substancias a partir do método desenvolvido foi importante uma vez que
as atividades terapéuticas para esta planta provavelmente se relacionam com

compostos como os supracitados flavonodides e taninos (SCHMEDA-HIRSCHMANN
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etal., 1987; RATTMANN et al., 2012) e provavelmente podem se relacionar aos acidos
galico e elagico (SCHUMACHER et al., 2015).

Considerando a separacao geral e resolucdo dos picos, é importante enfatizar
gue o método desenvolvido tem objetivos qualitativos. Isso sugere que pode ser
tolerado um grau de eventuais picos de distribuicdo normal ndo-Gaussiana ou
eventual sobreposicao caso seja possivel acessar e analisar a complexidade quimica
da matriz, além de processar os dados de separacdo e espectrais no que se refere
aos sinais detectados que sao considerados picos, e caso quantificacdo ndo seja
necessaria (ALAERTS et al., 2010; Jl et al., 2005; LIANG, XIE, CHAU, 2010;FUNARI
et al., 2014a; SOUZA et al., 2018) como no caso deste trabalho. Portanto, o0 método
pode ser prontamente aplicado para controle de qualidade das folhas de E. uniflora

bem como de seus derivados por uma metodologia mais sustentavel.

1.4.5 Validagdo do método cromatografico

1.4.5.1 Precisado instrumental

Nove experimentos consecutivos com a mesma amostra (razdo material
vegetal/ solucdo extratora 10 mg mL ') e o mesmo vial foram executados para estimar
a precisdo instrumental (ICH, 2005). O valor maximo de desvio padréo relativo (%
DPR) em relacdo ao tempo de retencao relativo foi de 0,24%; valor considerado
satisfatorio.

1.4.5.2 Repetibilidade

Para estimativa da repetibilidade, nove experimentos consecutivos foram
novamente executados no sistema CLAE, contudo as amostras foram preparadas em
trés diferentes razdes de material vegetal/ solugdo extratora (5; 7,5 e 10 mg mL%, em
trés diferentes vials), e trés replicatas para cada concentracdo. O valor de desvio
padréo relativo (% DPR) maximo para o tempo de retencao relativo foi de 0,28%;
valor considerado satisfatério. Mesmo com a variagcdo na concentracao da amostra, 0
perfil cromatogréafico ndo apresentou mudangas qualitativas e apresentou uma boa

seletividade.
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1.4.5.3 Precisao Intermediaria

A precisao intermediaria foi estimada através da realizacdo de combina¢cdes
aleatorias das variaveis razdo material vegetal/solucao extratora (5; 7,5 e 10 mg mL"
1), volume de injecdo (10, 15 e 20 pL) e dia de injecéo (trés dias diferentes para cada
amostra). O valor de desvio padrao relativo (% DPR) maximo para o tempo de
retencdo relativo foi de 2,36%; considerado satisfatorio. O perfil cromatogréafico

também permaneceu qualitativamente igual mesmo com volumes de injecédo distintos.

1.4.5.4 Robustez

A robustez do fingerprinting cromatografico foi avaliada com a realizacdo de
pequenas mas deliberadas mudancas nas condi¢cdes experimentais do método (ICH,
2005). Um Planejamento Fatorial Completo com 4 réplicas no ponto central foi
escolhido para tal etapa visto que ele é considerado apropriado para tais propésitos e
considerando que o numero de variaveis avaliados foi pequeno (no caso, 3); desse
modo foi possivel avaliar a robustez com um numero reduzido de experimentos
(FERREIRA et al. 2017; CHRIST et al. 2014), o gue também é coerente com 0s
supracitados principios 7, 8 e 9 da Quimica Analitica Verde. Planejamentos
Experimentais tém se mostrado uma estratégia bem-sucedida para avaliacdo da
robustez em certos trabalhos com propdésitos cromatograficos (SRINUBABU et al.,
2007; CHRIST et al., 2014). O planejamento fatorial executado e 0s respectivos

cromatogramas estédo indicados na tabela 6 e na figura 13, respectivamente.



Tabela 6: Valores codificados (e reais) para as variaveis independentes estudadas no Planejamento Fatorial Completo 22 e respostas correspondentes aos
tempos de retengao relativos (em relagéo ao pico de referéncia 6, Fig. 10a e Fig. 13)

Variaveis independentes Respostas
=P A2 B2 ca RRt picol®  RRt pico 2P RRt pico 3° RRt pico 5° RRt pico7P

1 -1(059 -1(33°C) -1(0,8%)  0,1470 0,4430 0,4803 0,9255 1,0950
2 +1(061) -1(33°C) -1(0,8%)  0,1446 0,4375 0,4753 0,9240 1,0978
3 -1(059 +1(37°C) -1(0,8%)  0,1457 0,4356 0,4715 0,9222 1,0995
4 +1(061) +1(37°C) -1(0,8%)  0,1438 0,4270 0,4627 0,9203 1,1031
5 -1(059 -1(33°C) +1(1,2%)  0,1426 0,4268 0,4653 0,9231 1,0983
6 +1(061) -1(33°C) +1(1,2%)  0,1403 0,4209 0,4594 0,9225 1,1013
7 -1(059) +1(37°C) +1(1,2%)  0,1433 0,4179 0,4553 0,9157 1,1036
8 +1(0,61) +1(37°C) +1(12%)  0,1441 0,4121 0,4488 0,9146 1,1068

0,1399 0,4285 0,4651 0,9220 1,1007

CPe 0(060)  0(°C)  0(L.0%) 50064 +0,0003 +0,0004 +0,0002 +0,0001

3A (Vazdo, mL min?); B (Temperatura, °C); C (% AcOH em A, v/v).
bTempo de retencéo relativo (RRt) dos picos em relagéo ao pico de referéncia (destacado com um asterisco, Fig. 10a e Fig. 13).

¢ Pontos centrais. Resultados apresentados como média + desvio padrao (n=4).
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Figura 13: Cromatogramas relativos aos experimentos do Planejamento Fatorial Completo 23
para avaliagdo da robustez do método. Pontos centrais foram omitidos; realizados apenas para
mensurar 0s erros
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Os picos que se encaixaram nos critérios para avaliagdo da robustez em todos
0s experimentos realizados foram 1, 2, 3, 5 e 7 (Figs. 10a e 13). De acordo com
resultados de Andlise de Variancia (ANOVA), no que se refere ao tempo de retencéo
relativo (RRt) do pico 1 em relacdo ao pico de referéncia 6 (destacado com um
asterisco nas Figs. 10a e 13), ndo h4 nenhuma variavel principal ou interacdo que
tenha se mostrado significativa a 95% de confianca e nos intervalos estudados para
as respectivas variaveis no Planejamento Fatorial Completo e 0 método apresenta
robustez para esse pico em especifico. No entanto, 0s outros picos apresentaram
efeitos principais e interagdes significativas. Assim,em relagao aos picos 2,3,5e 7, as
variaveis A, B e C tém de ser fixadas para garantir a robustez efetiva do método
(SRINUBABU et al., 2007).

1.4.6 AGREE — Analytical GREEness

Os parametros de entrada no software da métrica AGREE estao representados

na Tabela 7 e os pictogramas resultantes estao representados na figura 14a,b.



Tabela 7: Parametros de entrada no software da métrica AGREE para calculo do score referente ao método cromatografico desenvolvido e o método de

Assungéo et al. (2017).

Parametros de entrada (AGREE)

Método desenvolvido com etanol

Método de Assuncéo et al. (2017)

Principio Parametro Principio Parametro
1 Off-line analysis 1 Off-line analysis
2 0.02 mL 2 0.02 mL
3 Off-line 3 Off-line
4 3 or fewer 4 3 or fewer
5 Semi-automatic / not miniaturized 5 Semi-automatic / not miniaturized
6 - 6 -
7 4.95 7° 8.25
8 22/2 8 18/2
LC 9 LC
10 All reagents are biobased 10 None of the reagents are from bio-based sources
11 No 11 Yes/ 8.25
12 Highly flammable 12 Highly flammable/ toxic to aquatic life/ bioaccumulative

aVolume de etanol gasto no gradiente

b Volume de acetonitrila gasto no gradiente

69



70

Figura 14: Pictogramas contendo os scores apresentados na métrica AGREE para (a) o
método com bioetanol desenvolvido no presente trabalho e (b) o método de Assuncéo et al. (2017)

No que tange aos parametros de entrada, considerou-se que ndo foram
empregados solventes toxicos para o méetodo de eluicdo desenvolvido com bioetanol
visto que, comparativamente, o etanol € muito menos toxico do que a acetonitrila,
modificador organico empregado no método de referéncia. Além disso, o etanol
empregado é grau alimenticio, oriundo da biomassa e portanto, sob uma perspectiva
global e em termos de producdo e demanda, € menos téxico do que o EtOH grau
HPLC. Ambos os métodos receberam elevada penalidade no que tange ao principio
3 da Quimica Analitica Verde (em vermelho nos pictogramas) considerando o
posicionamento offline da instrumentacdo empregada para ambos os métodos de
eluicdo. O principio 5 também trouxe uma penalidade consideravel aos métodos (e
estd em laranja em ambos os pictogramas) considerando que a metodologia foi semi-
automatica e o preparo de amostra nao foi miniaturizado. No entanto, o método de
eluicdo verde desenvolvido no presente trabaho apresentou superioridade em
aspectos ambientais em comparagdo com o método de referéncia: Em oposicao ao
método de Assuncdao et al. (2017), o bioetanol possui uma toxicidade muito reduzida
se comparada com a acetonitrila, um solvente que apresenta um risco associado
muito maior do que o anterior. Assim, o método verde estd em maior consonancia com
os principios 10,11 e 12 da Quimica Analitica Verde. O condicionamento das colunas
nao foi considerado nos calculos considerando que o mesmo nao foi informado com

detalhes no trabalho de referéncia.
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7

Sob uma perspectiva global, portanto, o método desenvolvido € mais
ambientalmente amigavel, confirmando os resultados obtidos através da métrica
HPLC-EAT.
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1.5 CONCLUSAO

Neste capitulo, foi apresentado uma alternativa ambientalmente amigavel e
eficiente para desenvolvimento de um método de eluicdo para fingerprinting
metabolico das folhas de Eugenia uniflora L. O uso de um solvente mais sustentavel
e barato, aliado ao uso de planejamentos experimentais que possibilitam a obtencao
de uma condicdo cromatografica 6tima através de uma abordagem multiparamétrica
e holistica possibilitou a substituicdo da acetonitrila, um solvente toxico comumente
empregado em CLAE, por bioetanol. Ainda que tal solvente seja mais viscoso, 0
método foi desenvolvido com uma vazéo reduzida, de modo que o sistema nao
ultrapassou 14,5 MPa e a temperatura de andlise foi préxima a temperatura ambiente,
possibilitando o emprego de tal solvente em um sistema CLAE convencional e néo
exigindo modificacdes dispendiosas na instrumentacdo. O método considerou
simultaneamente aspectos ambientais e de separacéo, foi qualitativamente validado
e apresentou-se como, além de uma alternativa verde, uma alternativa interessante
sob o0 aspecto analitico para controle de qualidade das folhas de pitanga e seus

derivados.



CAPITULO 2
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2.1 INTRODUCAO E REVISAO

A Tecnologia Verde, uma das areas de maior interesse da Quimica nos dias
atuais, essencialmente tem como foco a minimizacdo do impacto antrépico negativo
sobre o planeta, e visa a preservacdo do meio ambiente. Assim, tal ambito do
conhecimento objetiva minimizar ou reduzir o uso de solventes danosos, poluentes e
toxicos, de modo que, em contrapartida, sejam adotadas técnicas ambientalmente
amigaveis, de modo paralelo ao desenvolvimento e adocdo de novos solventes
alternativos de carater sustentavel. Tal campo € considerado como a area de estudo
mais ativa no contexto da Quimica Verde (DAl et al., 2013a; ESPINO et al., 2016).

Visto que os solventes estao relacionados com a maior quantidade em massa
de residuos oriundos de sinteses e processos e que 0s mesmos sdo imprescindiveis
considerando seu papel-chave em etapas como dissolucao, transferéncia de massa e
calor, purificacdo, separacdo, entre outras (ESPINO et al., 2016; BUBALO et al.,
2015), desenvolver solventes sustentaveis como substitutos de solventes tradicionais
mais danosos € um desafio significativo porém um objetivo prioritario (ESPINO et al.,
2016; LAVILLA et al., 2014; PENA-PEREIRA, KLOSKOWSKI, NAMIESNIK, 2015).De
modo coerente, uma das maiores prioridades da politica e legislacdo ambiental da
Unido Europeia entre o periodo de 2010 a 2050 envolve a reducdo significativa do
emprego de solventes organicos volateis (VOCs, considerando sua potencial
volatilidade, inflamabilidade e, muitas vezes, elevada toxicidade) e/ou outros solventes
nao-indcuos de diversas origens, substituindo-o por op¢des mais verdes, de origem
renovavel e que simultaneamente atendam as demandas e objetivos tecnoldgicos e
econdmicos (BUBALO et al., 2015; RADOSEVIC et al., 2016; EUROPEAN
ENVIRONMENT AGENCY, 2013).

Durante décadas, liquidos i6nicos (ILs) tém recebido o foco da comunidade
cientifica, recebendo notoriedade por se apresentarem como solventes alternativos
aos tradicionais (ESPINO et al., 2016; PAIVA et al., 2014). Eles podem ser formados
a partir da associacdo de um anion coordenante (a exemplo de haletos de piridinio e
imidazolio) com um agente complexante (como acidos), fenbmeno que induz a
deslocalizacdo de carga e promove a reducdo da interacdo com o cation (DURAND,
LECOMTE, VILLENEUVE, 2016; ABBOTT, HARRIS, RYDER, 2007). Esses



75

compostos séo relatados na literatura desde 1914 (CHOI et al., 2011; PLECHKOVA e
SEDDON, 2008). Porém, os ILs geralmente apresentam baixa biocompatibilidade e,
por consequéncia, apresentam um carater pouco sustentavel para 0s processos nos
guais sao empregados (PAIVA et al.,, 2014). Entre 2002 e 2003, houve uma
modificagdo nesse cendrio quando Abbott et al. (2003) introduziram na literatura os
‘Solventes Eutéticos Profundos’ (traducéo livre de Deep Eutectic Solvents, ou DESS).
O artigo publicado por tais autores basicamente reportou uma mistura contendo o0s
solidos cloreto de colina e uréia, ambos com elevados pontos de fusdo quando
separados. Tais componentes de partida, quando misturados, formaram um sistema
eutético. A estrutura supramolecular dos DESs se relaciona com uma rede de ligac6es
de hidrogénio e/ou interacbes Van der Walls em sua estrutura, as quais, sob uma
perspectiva global, induzem o DES a permanecer ligudo em um amplo intervalo de
temperaturas e a apresentar propriedades interessantes que possibilitem seu
emprego como solvente. Assim, combinac¢des de doadores e aceptores de ligacdo de
hidrogénio podem ser estabelecidas, possibilitando a manipulacéo das propriedades
fisico-quimicas e comportamento de fase dessa classe de solventes (ESPINO et al.,
2016; FRANCISCO, van den BRUINHORST, KROON, 2013).

Quando seus materiais de partida sdo compostos abundantes no meio celular,
a exemplo de aguUcares, aminoacidos, acidos organicos e derivados de colina, tais
solventes sdo denominados Solventes Eutéticos Naturais Profundos (traducéo livre
de Natural Deep Eutectic Solvents, ou NADESs; ESPINO et al., 2016). Os NADESs
surgiram na literatura na ultima década e, de modo similar aos DESs, eles se
notabilizam pelo potencial como meios alternativos ambientalmente amigaveis em
relacdo a solventes perigosos frequentemente empregados na academia e na
industria (ESPINO et al., 2016; ABBOTT et al., 2004).

A existéncia dos NADES foi introduzida na literatura por Choi et al. (2011) Tal
trabalho pioneiro enfatiza que tais fluidos séo formados da combinacédo de metabdlitos
primarios altamente bio-renovaveis e biodisponiveis (como &cidos orgéanicos,
derivados de colina, agucares e aminoéacidos). Além disso, eles sdo desenvolvidos
pela natureza e caracterizam um meio alternativo a agua e aos lipidios em células de
certos organismos, como plantas, mamiferos e microbios, por exemplo, exercendo um

papel primordial em func¢des bioquimicas e fisiolégicas (CHOI et al., 2011).



76

Nesse contexto, com base em certa evidéncia experimental (como por exemplo
testes que provam uma maior solubilidade da rutina em NADESs a base de cloreto de
colina em comparacao com a sua solubilidade em agua ou a atividade enzimatica de
certos NADESS) e dados prévios da literatura, Choi et al. (2011) postularam que a
presenca dos NADESs nas células justificaria uma série de processos biolégicos
peculiares. Dentre estes, pode-se citar a biossintese e armazenamento de
biomoléculas ou metabdlitos insoliveis em &gua no meio interacelular
majoritariamente aquoso, bem como atividade e estabilidade enzimatica, germinacéo,
defesa e sobrevivéncia de certos organismos em condi¢des extremas como frio
excessivo e seca (CHOI et al., 2011). Alguns desses postulados tém sido confirmados
experimentalmente desde entédo (DAI et al., 2013a; MONHEMI et al., 2014; WU et al.,
2014; CASTRO et al., 2018); evidenciando a relevancia desses solventes para a
bioquimica celular, possibilitando uma compreensdo mais refinada de certos
mecanismos celulares, além da sua aplicabilidade como solventes verdes (CHOI et
al., 2011).

De fato, os NADESs apresentam propriedades desejaveis como solventes e,
portanto, sdo uma promissora alternativa sustentavel. Dentre essas propriedades,
destacam-se a viscosidade ajustavel, volatilidade negligenciavel, capacidade maior de
solubilizacdo de vérios compostos de polaridade reduzida em comparagcdo com
solventes convencionais, permanéncia na fase liquida mesmo em temperaturas
abaixo de 0°C, toxicidade reduzida ou nula, biocompatibilidade e custo baixo.
Portanto, ndo é de se surpreender que uma das maiores aplicacdes dos NADESs
sejam como solventes extratores sustentaveis (DAl et al., 2013a; ESPINO et al., 2016;
RADOSEVIC et al., 2016; CHOI et al., 2011; DAI et al., 2013b; WEI et al., 2015a).

Tal aplicagcéo é especificamente interessante considerando que o emprego de
solventes eutéticos naturais profundos como meios extratores viabilizam a aplicacao
dos 6 Principios da Extracdo Verde, ou The Six Principles of Green Extraction,
idealizados e propostos por Chemat, Vian e Cravotto (2012). Resumidamente, eles
estabelecem o seguinte:

(1) Inovagédo pela escolha de variedades e aplicagdo de recursos renovaveis
oriundos de material vegetal;

(2) Uso de solventes alternativos, sobretudo agro-solventes e agua,
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(3) Redugéo do consumo de energia por reciclagem energética e aplicacao de
inovacdes tecnologicas;

(4) Producéo de co-produtos em detrimento de residuos perigosos de modo
que a industria de bio e agro-refino seja envolvida;

(5) Diminuicédo de operacfes unitarias e priorizagdo de processos controlados,
seguros e robustos;

(6) Priorizacédo de extratos biodegradaveis e sem presenca de desnaturacao

sem contaminantes.

Isso é especificamente interessante ao se extrair compostos de interesse de
plantas considerando o anacronismo que o uso de solventes e metodologias toxicas
e perigosas caracterizam para a Quimica dos Produtos Naturais como um todo
(FUNARI et al., 2014a,b), sobretudo quando isso envolve espécies com potencial
terapéutico, a exemplo da Eugenia uniflora L. Assim, o presente trabalho tem como
objetivo principal o desenvolvimento de uma metodologia extratora otimizada, segura
e ambientalmente amigavel para parte do metaboloma das folhas de pitanga, visando
mover instituicbes regulatérias, farmacopeias e até mesmo o setor industrial a adotar

de fato metodologias completamente sustentaveis em estudos metabolémicos.
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2.2 OBJETIVOS

e Desenvolver um método otimizado para extracdo assistida a microondas dos
metabdlitos fendlicos presentes nas folhas de E. uniflora L.;
e Comparar a capacidade extratora do solvente eutético empregado como meio

extrator com um solvente de referéncia.
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2.3 MATERIAIS E METODOS

2.3.1 Materiais

Bioetanol (EtOH grau alimenticio, Quimisul, Brasil), Acido acético (AcOH, grau
analitico, Synth, Brasil), agua purificada em sistema Milli-Q (Millipore, EUA), DL-acido
malico (MA, = 98%, Sigma-Aldrich Co. EUA), D-Sorbitol (Sor, = 98%, Sigma-Aldrich
Co. EUA), D-(-)-frutose (Fru, = 99%, Sigma-Aldrich Co. EUA), Sacarose (Suc, = 99,5%,
Sigma-Aldrich Co. EUA), D-(+)-glicose (Glu, =99,5 %, Sigma-Aldrich Co. EUA), Acido
latico (LA, 85% m/m, Sigma-Aldrich Co. EUA) e Cloreto de colina (ChCl, = 98%,

Sigma-Aldrich Co. EUA) foram empregados nesta etapa do trabalho.

2.3.2 Preparacao dos solventes eutéticos naturais profundos (NADESS)

A preparacao dos NADESs foi baseada na metodologia de Gomez et al. (2018)
com modificacbes. Dois ou trés componentes de partida em razdes molares
especificas (levando em consideracao suas respectivas purezas e solubilizados em
20% de agua em massa, também considerando a pureza) foram colocados em um
vial fechado. As misturas correspondentes foram submetidas a irradiacdo microondas
de baixa poténcia (200 W) em um sistema microondas (Ethos Easy, Milestone SrL,
Itdlia, Figura 15) em ciclos de 5 minutos (3 minutos de rampa para atingir a
temperatura programada de 40 ou 55 graus seguidos por 2 minutos de irradiacéo com
a temperatura estavel, Tabela 8). Cada ciclo foi repetido para cada uma das misturas
eutéticas até que um fluido uniforme, homogéneo e transparente fosse obtido. As
solucdes resultantes foram empregadas como meio extrator dos metabdlitos fendélicos
presentes nas folhas de pitanga como alternativa a maceracao dindmica empregada

em solucao hidroalcodlica no Capitulo 1.
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Tabela 8: Diferentes combinagdes para a preparagcao dos NADESs

NADES? Componente Componente Componente Razéo Método empirico para
1 2 3 molar sintese (ciclos)®
MA: Sor . ] ]
Acido malico Sorbitol 1:1
1:1
MA:
Glu:Fru Acido malico Glicose Frutose 1:1:1 3 minutos de rampa + 2
1L minutos a 55°C e 200W
La: Suc 1:2  Acido latico Sacarose 1:2

ChCI: Glu Cloreto de

) Glicose 11
1:1 colina
ChCI: LA Cloreto de o 3 minutos de rampa + 2
) Acido latico 1:3 )
1:3 colina minutos a 40°C e 200W

@ Preparados com 20% H20 (m/m), considerando a pureza dos componentes

b Os ciclos foram repetidos até a formacdo de uma mistura completamente homogénea e

l -l‘ i

uniforme

Figura 15: Equipamento empregado para sintese e extra¢des assistidas a microondas (Ethos
Easy, Milestone Srl, Italia)

Fonte: Fotografado pelo autor

Os ciclos para sintese foram desenvolvidos empiricamente em condi¢cdes nas
guais (1) ndo ocorresse degradacdo ou queima dos componentes da partida antes da
formacdo da estrutura supramolecular dos NADES e, portanto, uma mistura
completamente uniforme, homogénea e transparente fosse obtida e (2) ndo houvesse

ruptura do septo do vial por um eventual aumento de pressédo dentro dos mesmos.
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2.3.3 Espectroscopia na regiao do infravermelho

Os espectros de infravermelho das misturas formadas foram obtidos em
espectrometro Nicolet iS10 (Thermo Scientific, EUA), utilizando método de Refletancia

Total Atenuada e acessoério ATR com janela de Ge.

2.3.4. Extracao assistida a microondas (MAE) do metaboloma de E. uniflora

Em todas as extragOes assistidas a microondas nesse trabalho (Ethos Easy,
Milestone Srl, Itélia, Fig. 15), a rampa utilizada para se atingir a temperatura
programada foi de 5 minutos. As extracdes ocorreram conforme relatado nas secdes

seguintes.

2.3.4.1 Triagem com diferentes NADESs

Inicialmente, visando identificar as misturas eutéticas com maior capacidade
extratora, extracdes foram realizados com os solventes preparados (Tab. 8). As areas
totais dos picos apresentadas por cada extracdo, bem como o nimero total de picos
cromatograficos apresentados nos cromatogramas representativos oriundos de cada
extracdo, possibilitaram a comparacéo estatistica da capacidade extratora de cada
mistura eutética a partir de one-way ANOVA seguida por Teste Tukey, a 95% de
confianga.

Nesta etapa, a temperatura para todas as extracdes foi programada em 50°C
e a poténcia foi fixada em 350 W. Além disso, as extracOes foram realizadas em
triplicata e 20 pL de cada amostra foram injetados em duplicata no sistema HPLC (vide
especificacdes técnicas no capitulo 1).

2.3.4.2 Otimizacao com o Planejamento Composto Central e Funcéo de
Desejabilidade Global

Um planejamento Composto Central (CCD) de trés fatores e cinco replicatas
no ponto central foi executado para otimizar globalmente as condicGes de extracao.
As variaveis independentes estudadas foram a razdo de material vegetal: NADES

(m/m, X1), tempo de irradiacao (X2, em minutos) e temperatura (Xs, °C) empregando
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como meio extrator o solvente eutético ChCIl + LA 1:3 (contendo 20 % de agua em
massa considerando a pureza dos componentes de partida), escolhido como o melhor
NADES na secao 2.3.4.1. Nesta etapa, a poténcia foi fixada em 800 W visando atingir
a temperatura programada mais rapidamente. As respostas monitoradas foram a area
total do cromatograma (com propdsitos ndo direcionados) e a area individual de 4
picos ou metabdlitos-alvo (identificados como a, b, ¢ e d), representativos dos
cromatogramas obtidos em todas as extracdes obtidas e/ou potenciais marcadores
guimicos da pitanga.

Funcdes de Desejabilidade foram empregadas para otimizar simultaneamente
e obter uma troca ou compensacao entre as cinco variaveis dependentes estudadas.
As respostas foram normalizadas e convertidas em desejabilidades individuais com o
emprego das Eq. 8 e 9.

Para a resposta ‘area total’, foi empregada a Eq. 8:

Y
d(érea total) = (%) seL<y<T (8)

Onde d (area tota) € @ desejabilidade individual para a resposta area total com
peso 2 (y € o valor da resposta, T € o valor alvo para &rea total,ou, em nosso caso, 0
maior valor obtido no Planejamento Composto Central) e L € o menor valor aceitavel
(ou, no nosso caso, o menor valor obtido no Planejamento Composto Central;
DERRINGER e SUICH , 1980; PEREIRA-FILHO, 2015; NUNES et al. , 2019).

Para as respostas ‘area do pico A’ a ‘area do pico D’ foi empregada a Eq. 9:

y—L
d(érea do pico A-D) = (ﬁ) seL<y<T 9)

Onde d (area do pico A-D) € @ desejabilidade individual para as areas dos picos A a
D com peso 1, y € o valor da resposta, T sdo os valores alvo para as areas individuais
(ou, em nosso caso, 0s maiores valores obtidos no Planejamento Composto Central)
e L sdo os menores valores aceitaveis (ou, N0 NOSSo caso, 0s menores valores obtidos
para as respectivas respostas no Planejamento Composto Central;
DERRINGER e SUICH , 1980; PEREIRA-FILHO, 2015; NUNES et al., 2019).

O valor de desejabilidade individual para as cinco respostas foram combinados
em um valor de desejabilidade global (D) por meio da média geométrica dos valores
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de desejabilidade individuais para cada experimento, de acordo com a
Eq. 10; DERRINGER e SUICH , 1980; PEREIRA-FILHO, 2015; NUNES et al., 2019).

D= i/d(érea total) d(érea do pico A) d(érea do pico B) d(érea do pico C)d(érea do pico D) (10)

D assume o valor zero se qualquer valor de desejabilidade individual assumir
um valor inaceitavel (DERRINGER e SUICH, 1980; PEREIRA-FILHO, 2015; NUNES
et al., 2019).

A determinacdo das variaveis significativas e do modelo empirico que descreve
o dominio experimental estimado com o CCD em fun¢cdo de D em cada desenho

experimental foi realizada no nivel de confianga de 95% .

Célculos de andlise de variancia (ANOVA), Testes de Tukey e T de Student,
probabilidade normal e graficos de superficie de resposta foram
realizados nos softwares GNU Octave 4.2.1, GraphPad Prism (GraphPad Software,
EUA), Statistica 7 (Stat-Ease, Inc, EUA) e Excel 2013 (Microsoft, EUA).

Uma vez que a interacao sinérgica entre varios compostos € responsavel pelas
propriedades terapéuticas globais de uma espécie vegetal (TISTAERT, DEJAEGHER,
VANDER HEYDEN, 2011; LIANG, XIE, CHAU, 2010), o peso da desejabilidade
individual referente a area total dos picos foi 2, enquanto que a mesma foi 1 para as
demais respostas. As extracdes foram realizadas em ordem aleatéria para evitar a
insercdo de erros sistematicos ou viés na otimizacdo e a determinacdo de fatores
significativos ou a estimativa de modelos de regresséo foram realizados a 95% de
confianga.

Nesta etapa especifica, 20 pL de cada amostra preparada no Planejamento

Composto Central foram injetados em triplicata no sistema CLAE.

2.3.5 Preparacédo das amostras para injecao no sistema CLAE

Todos os extratos preparados a base de NADES foram centrifugados no
minimo por 25 minutos (7200 rpm, BioPet Technologies, Global Trade, Brasil). Uma
massa conhecida de cada sobrenadante foi transferida para outro vial e diluida na

razdo 1:3 (em massa) com agua. As solucdes foram filtradas através de um microfiltro
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de PTFE (0,45 um, SimplePure — Allcrom, Brasil) e 20 pL foram injetados no sistema

CLAE (vide descricao detalhada no capitulo 1).

2.3.6 Analises em CLAE

As amostras foram analisadas a partir do método de eluicdo ambientalmente
amigavel desenvolvido no capitulo 1 para obtencdo da impressdo digital
cromatografica das folhas de Eugenia uniflora L. O método estatisticamente otimizado
utilizou como fases moéveis um sistema binario composto por H20 + 1% AcOH (v/v, A)
e EtOH 95 ° GL (B). O equilibrio da coluna foi atingido com 5,26% de B em 25 min e
vazdo de 1 mL min?(eluicdo isocratica com 10 volumes, considerando as
recomendacdes do fabricante da coluna), seguida por gradiente linear
de 5,26 - 52,63 % de B em 30 minutos, a 0,6 mL min 1e 35°C. Antes de cada
experimento, a coluna foi equilibrada com a porcentagem inicial de B do gradiente
linear seguinte. Apos cada corrida cromatografica, a fase estacionaria foi lavada com
um minimo de 6 mL de B para que corridas subsequentes néo fossem afetadas por

compostos menos polares retidos na coluna.

2.3.7 Comparacao entre extragdo assistida a microondas desenvolvida e otimizada

com NADES e metodologia extratora com solvente de referéncia

A metodologia otimizada para extracdo desenvolvida através do Planejamento
Composto Central (0,05:1 de razdo material vegetal/ NADES, m/m); 47 minutos de
irradiagéo, 39°C e 800W de poténcia) foi executada utilizando o NADES escolhido na
etapa de triagem (‘ChCI: LA 1:3’) e com a solugao hidroalcodlica de EtOH/ H20 7:3
(v/v), empregada como meio extrator de referéncia para fins de comparacédo. Ambos
os solventes extratores foram comparados mediante a capacidade extratora (através
da avaliacdo da area total dos picos dos cromatogramas provenientes das respectivas
extracdes) e o impacto ambiental de cada sistema solvente (avaliado a partir a métrica
HPLC Environmental Assessment Tool; HPLC-EAT, GABER et al., 2011, descrita em
detalhes no capitulo 1).

Os dados que tangem aos parametros Seguranca (S), Saude (H) e impacto
ambiental (E) para a mistura eutética composta por cloreto de colina e acido latico sao
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provenientes do trabalho de Sutton et al. (2018) e da OECD Existing Chemicals
Database (OECD Secretariat, 2017).

Alternativamente, a métrica AGREE (Analytical GREenEss Calculator; PENA-
PEREIRA, WOJNOWSKI, TOBISZEWSKI, 2020; descrita detalhadamente no capitulo
1) também foi empregada para fins de comparacao entre as extracdes envolvendo

NADES e a solucao hidroalcodlica.



86

2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Aspecto dos solventes eutéticos naturais profundos (NADESS) preparados

Conforme resumido na tabela 9, os cinco solventes eutéticos naturais
profundos preparados no presente trabalho (NADESSs, Fig. 16a-e), majoritariamente,
apresentaram moderada ou elevada viscosidade (mesmo contendo 20% de agua em
massa), com excecdo do NADES composto por cloreto de colina e acido latico na
razao molar 1:3 (‘ChCI:.LA 1:3’).

Tabela 9: Solventes eutéticos naturais profundos sintetizados (contendo 20% de H20, m/m) e aspecto
apresentado pelas misturas resultantes. Para condigbes de sintese vide Tab. 8.

NADESs Abreviatura Aspecto
Acido malico: sorbitol Muito viscoso,
MA: Sor 1:1
11 transparente

o . ) Muito viscoso,
Acido malico: glicose:

MA: Glu: Fru 1:1:1 transparente, levemente
frutose 1:1:1

amarelado

o Muito viscoso,
Acido latico: sacarose

12 LA: Suc 1.2 transparente,
' intensamente amarelado
Cloreto de colina: Moderadamente viscoso,
] ChCI: Glu 1:1
glicose 1:1 transparente
Cloreto de colina:
ChCI: LA 1:3 Transparente

acido latico 1:3

Também foi possivel notar que as cinco misturas apresentaram um aspecto
transparente. As misturas acido malico: glicose: frutose 1:1:1 (MA: Glu: Fru 1:1:1, Fig.
16b) e &cido latico: sacarose 1:2 (LA: Suc, 1:2, Fig. 16¢c) apresentaram uma coloragao
levemente e intensamente amarelada, respectivamente, enquanto que os demais

NADESSs sintetizados n&o apresentaram cor.
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Figura 16: Solventes eutéticos naturais profundos (NADESS) preparados. (a) ‘MA: Sor 1:1’,
(b) ‘MA: Glu: Fru 1:1:1’, (c) ‘LA: Suc 1:2’, (d) ‘ChClI: Glu 1:1°, (e) ‘ChCI: LA 1:3’

Fonte: Fotografado pelo autor

Adicionalmente, a mistura ‘ChCl: LA 1:3 necessitou de apenas um ciclo de
irradiagcdo por microondas para que se tornasse transparente e completamente
homogénea. E importante enfatizar que para tal mistura, tal ciclo de irradiacéo foi
empregado apenas como garantia uma vez que 0S componentes de partida
(juntamente com a agua) apresentaram notoria miscibilidade entre si e provavelmente
formariam uma mistura homogénea mesmo sem irradiacdo. Isso pode ser
majoritariamente justificado pelo elevado caréater higroscopico do cloreto de colina
(‘ChCI’), um dos componentes de partida da mistura e Unico componente sélido

presente na mesma.

2.4.2 Caracterizagéo dos solventes eutéticos naturais profundos (NADESS):
espectroscopia na regiao do infravermelho

Os espectros na regiao do infravermelho obtidos para cada um dos cinco
NADESSs sintetizados estéao representados na Fig. 17a-e.
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Figura 17: Espectros na regido do infravermelho (1V) dos solventes eutéticos naturais
profundos sintetizados. (a) ‘MA: Sor 1:1°, em vermelho; (b) ‘MA: Glu: Fru 1:1:1’, em verde; (c) ‘LA: Suc
1:2’, em azul; (d) ‘ChClI: Glu 1:1’, em cinza; (e) ‘ChCI: LA 1:3”, em amarelo



89

Os cinco espectros (Fig 17a-e) apresentam uma banda larga compreendida
entre aproximadamente 3200-3700 cm™ que pode ser atribuida ao estiramento da
ligacdo -OH presente na agua (Fig 17a-e), glicose (Fig. 17b,d), frutose (Fig. 17b),
sacarose (Fig. 17c) e acido latico (Fig 17e). As estruturas dos componentes de partida
dos NADESs preparados estdo apresentados na Figura 18. Bandas préximas a 1400
cm? e a 1150cm™ correspondentes ao dobramento de C-O-H e ao estiramento C-O,
respectivamente, podem ser visualizadas nos espectros. Bandas préximas a cm*
podem ser relacionadas a grupos éster ou cetona, e bandas préximas a 3000 cm,
1500-1350 cm? e 1250-1150 cm podem ser relacionadas ao estiramento e
dobramento de ligacdes C-H, respectivamente. Uma banda préxima a 560 cm™ pode
ser atribuida ao dobramento da ligacdo -OH e bandas préximas a 1030 cm™ e 860 cm-
! podem ser atribuidas ao estiramento C-C-O assimétrico e simétrico,
respectivamente. Bandas préximas de 1200 cm* podem ser atribuidas ao dobramento
de C-O-H (PAVIA et al., 2010; DELGADO-MELLADO et al., 2018)

O espectro 17d apresenta bandas préximas a 1450-1500 cm™ que podem ser
atribuidas a combinacao de bandas de C-C-H e C-O-H, e as bandas intensa proximas
a 1000 cm™ se relacionam as vibracGes de estiramento das ligagdes C-O e C-C. Os
ultimos dois espectros (Fig. 17d,e), obtidos para misturas contendo cloreto de colina
como componente de partida, apresentam bandas préximas a 3200 cm™ ou 1100-
1200 a 900 cm™ relacionadas a presenca de um grupo hidroxila e/ou um grupo
ntrogenado em tal composto: como, por exemplo, o estiramento simétrico de ligacbes
C-N* (por volta de 1200-900 cm?). Bandas entre 3000-2850 cm! também podem ser
atribuidas a grupos alquila. O dobramento de CH: entre 1500-1400 cm™* é
caracteristico dos NADESs contendo cloreto de colina (PAVIA et al.,, 2010;
DELGADO-MELLADO et al., 2018).

E importante salientar que, ainda que determinados componentes de partida
apresentem varios grupos funcionais que potencialmente apresentariam bandas
caracteristicas no espectro na regido do infravermelho, tais bandas eventualmente
ndo aparecem principalmente devido a formacdo da estrutura supramolecular dos
NADES (HAYYAN et al., 2015; DELGADO-MELLADO et al., 2018).
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Figura 18: Estrutura dos componentes de partida dos NADESs preparados no presente
trabalho

Fonte: Elaborado pelo autor

2.4.3 Triagem: Avaliagdo da performance dos solventes eutéticos naturais profundos

como solventes extratores do metaboloma de E. uniflora

Os parametros norteadores para se mensurar a performance dos solventes
eutéticos sintetizados no que se refere a capacidade de extracdo dos metabdlitos
fendlicos presentes nas folhas de pitanga foram (1) a area total dos cromatogramas
relativos aos extratos de tais NADESs e (2) o nimero de picos cromatograficos
apresentados por cada cromatograma. Os resultados estdo resumidos na tabela 10 e
na Figura 19.
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Tabela 10: Area total e nimero de picos apresentados ao se empregar os solventes eutéticos
sintetizados como meio extrator em extracido assistida a microondas

NADESs Abreviatura Areatotal® NUmero de picos?
Acido malico: sorbitol 1:1 MA: Sor 1:1 50,27+ 3,93 27,50 + 2,50
Acido malico: glicose: frutose MA: Glu: Fru
50,92 + 8,86 26,17 £ 0,29
1:1:1 1:1:1
Acido latico: sacarose 1:2 LA: Suc 1.2 53,17 £ 15,02 27,33 +£2,08
Cloreto de colina: glicose 1:1 ChCl: Glu 1:1 73,27 £3,71 31,83+£0,76

Cloreto de colina: acido latico
1:3

ChCI: LA 1:3 156,78 + 17,26 35,00 + 3,04

a Resultados indicados como média + desvio padréo (h:3)

A partir dos resultados da one-way ANOVA, seguida por Teste de Tukey (a 95%
de confianca), foi possivel constatar que no que se refere a area total dos
cromatogramas, a mistura ‘ChCl: LA 1:3’, do ponto de vista estatistico, apresentou
uma maior performance extratora, apresentando diferenca estatistica em relacao aos
outros NADES. Os demais NADESs nédo apresentaram diferenca estatisticamente

significativa entre si.

Esse resultado é coerente considerando dois aspectos principais: (1) a mistura
‘ChCI: LA 1:3’ € muito menos viscosa do que as outras. Assim, ao se utilizar tal mistura
como meio extrator em detrimento dos outros solventes mais viscosos, ha uma maior
viabilizacdo do transporte de massas envolvendo tal NADES e portanto, uma maior
capacidade extratora da parte de tal solvente em relacdo aos outros (PENG et al.,
2015; ZAINAL-ABIDIN et al., 2017). Porém,um fator preponderante (e que apresenta
sinergia em relacdo ao fator supracitado no que tange a performance extratora),
considerando se tratar de uma matriz complexa, € a polaridade da mistura eutética:
Provavelmente a polaridade desse NADES (juntamente com a menor viscosidade,
fator também apontado por Qi et al., 2015) possibilitou a sua penetracdo nas ceélulas
vegetais com parede lipofilica, de modo que as interacdes intermoleculares NADES-
metabdlitos foram mais efetivas do que as interagbes dos mesmos metabdlitos
extraidos com a parede da célula vegetal. Eventualmente, o pH reduzido de tal
NADES em relacéo aos outros (considerando que o mesmo tem acido latico como
componente de partida) também pode ter apresentado influéncia na capacidade
extratora. Além disso (2), ha varios trabalhos na literatura que indicam que solventes

eutéticos naturais profundos compostos por cloreto de colina e acido latico se
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notabilizam em termos de capacidade extratora. Wei et al. (2015b) constataram que,
de 13 solventes eutéticos naturais profundos investigados (incluindo NADESSs a base
de acucares,de modo similar as comparacdes realizadas no presente trabalho), o
NADES composto por cloreto de colina e acido latico na razdo molar 1:2 e com 20%
de H20 apresentou os melhores resultados para a extracdo assistida a microondas
dos flavonoides baicalina, wogonosideo, baicaleina e wogonina da espécie Radix
scutellariae. De modo similar, Li et al. (2015) identificaram que uma mistura composta
por cloreto de colina e &cido latico e também com 20% de agua apresentou a melhor
performance extratora para catequinas das folhas da espécie Camellia sinensis.

(a) (b)
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Figura 19: Valores de (a) area total de picos (Vxs) e (b) nimero de picos obtidos ao se
empregar os solventes eutéticos naturais profundos como meios extratores. Resultados indicados
como valor médio + desvio padrdo (n=3)

O NADES composto por acido latico e sacarose apresentou um elevado desvio
padréo considerando a elevada viscosidade desse solvente eutético. A relacédo entre
elevada viscosidade e variabilidade entre os resultados entre replicatas também foi
observado por Fraige et al. (2018). Ainda que o desvio padréo absoluto seja menor
em relacdo ao desvio padrdo apresentado pelas replicatas do NADES composto por
cloreto de colina e acido latico, de um ponto de vista comparativo a média de area
total apresentado por tal NADES foi bem maior em relacdo ao composto por acido
latico e sacarose (tdo maior que apresentou diferenca do ponto de vista estatistico).

Em oposicdo, o NADES composto por &cido latico e sacarose apresentou réplicas
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com diferenca de aproximadamente 39,3% entre si no que se refere a area total de

picos.

No que tange ao numero de picos cromatograficos detectados, os NADES
formados ‘MA:Sor’, ‘MA:Glu:Fru’ e LA:Suc’ apresentaram diferenca estatistica
(p<0,05) em relacdo ao NADES ‘ChCI:.LA’, o qual, portanto, apresentou maior
capacidade de extracdo da informacdo quimica da matriz em relagdo aos mesmos.
De fato, desconsiderando os picos referentes aos NADES e ao bioetanol empregado
como fase moével (indicados com asterisco, vide Fig. 20), as cinco extracoes
apresentaram perfis cromatograficos qualitativamente similares, com variacdes
apenas nas intensidades e areas de pico. Assim, considerando que o NADES formado
por cloreto de colina e acido latico, comparativamente, apresentou de modo geral
elevada capacidade de extracdo da informacao quimica (representada pelo numero
de picos) e a maior superioridade extratora em relacéo aos outros NADES (conclusé&o
obtida especificamente dos dados oriundos da area total), a mistura ‘ChClI: LA 1:3’ foi
selecionada como solvente de trabalho e empregada nas etapas subsequentes de

otimizacao multivariada da extracdo assistida a microondas.

No que se refere especificamente a etapa de triagem, a temperatura foi fixada
em 50°C porque, de modo coerente, Funari et al. (2019) indicaram que extracdes a
base de NADES a temperatura ambiente apresentam uma baixa eficiéncia e, por isso,
as extracdes precisam ser levemente aquecidas. A porcentagem de agua em massa
nos solventes eutéticos foi fixada em 20% (m/m) tanto na fase de triagem quanto nas
otimizacdes subsequentes considerando dados prévios da literatura. Além de os
trabalhos supracitados de Wei et al. (2015b) e Li et al. (2015) terem apresentado
resultados satisfatorios com misturas contendo tal quantidade de dgua nos NADES
avaliados, Fraige et al. (2018) constataram que, por exemplo, uma mistura de cloreto
de colina e glicerol na razdo molar 1:1 contendo essa mesma quantidade de agua
apresentou uma maior eficiéncia extratora para metabdlitos secundarios de Byrsonima
intermedia em relacdo a mesma mistura porém com apenas 10% de agua. Além disso,
Wei et al. (2015a) também identificaram elevada capacidade extratora de metabdlitos
de distintas polaridades para um NADES composto por cloreto de colina e maltose
contendo 20% de agua. Assim, € provavel que a adicdo de 20% de agua aos
componentes de partida dos NADES para sua sintese seja uma quantidade que reduz

a viscosidade dos NADES propiciando melhores extracbes e simultaneamente
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mantém a estrutura supramolecular de tais solventes eutéticos (FRAIGE et al., 2018;
DAl et al., 2015; BONACCI et al., 2020).

Alguns artigos revelam que quando a agua é adicionada em quantidades
elevadas, ela pode atuar como um anti-solvente e romper a estrutura supramolecular
dos NADES (DAl et al., 2015; PISANO et al., 2015).
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Os cromatogramas representativos das extracdes assistidas a microondas

empregando as misturas supracitadas estéo indicados na figura 20.
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Figura 20: Cromatogramas obtidos para as extracdes realizadas com (a) ‘MA: Sor 1:1’, em
vermelho; (b) ‘MA: Glu: Fru 1:1:1’, em verde; (c) ‘LA: Suc 1:2’, em azul; (d) ‘ChCl: Glu 1:1’, em cinza;
(e) ‘ChCI: LA 1:3’, em amarelo. Para condi¢cdes cromatogréficas, vide Sec¢éo 2.3.6.
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Picos indicados com o asterisco referentes a sinais detectados no tempo morto,
a impurezas do bioetanol empregado como fase movel e até mesmo ao solvente
eutético natural profundo, foram desconsiderados no coémputo dos valores médios da

area total e do numero de picos.

2.4.4 Otimizacdo da extracao através Planejamento Composto Central (CCD) e

comparagao com sistema solvente de referéncia

As condicdes para as extracdes assistidas a microondas, bem como as
respostas obtidas para cada experimento em um Planejamento Composto Central
estdo dispostas na Tabela 11, e cromatogramas representativos de cada experimento

estdo indicados nas Figuras 21 e 22.



Tabela 11: Valores codificados (e reais) para as variaveis estudadas no Planejamento Composto Central (CCD) e respectivas respostas obtidas

_ Variaveis independentes Respostas
X, X, a2 Area total Pico a Pico b Pico c Pico d De
(V-s)P (V-s)P (V-s)P (V-s)P (V-s)P
1 -1 (0,0261:1) -1 (11,919 min) -1(38°C) 55,16 4,70 6,44 4,63 2,31 0,00
2 +1 (0,0439:1) -1 (11,919 min) -1(38°C) 88,17 8,57 11,51 7,33 3,44 0,45
3 -1 (0,0261:1) +1 (38,081 min) -1(38°C) 66,68 5,98 8,14 5,62 2,83 0,15
4 +1 (0,0439:1) +1 (38,081 min) -1 (38 °C) 112,57 10,46 14,11 9,60 4,54 0,79
5 -1 (0,0261:1) -1 (11,919 min) +1 (48 °C) 90,63 6,25 8,14 3,40 2,17 0,10
6 +1 (0,0439:1) -1 (11,919 min) +1 (48 °C) 145,17 7,67 13,61 4,39 1,87 0,00
7 -1 (0,0261:1) +1 (38,081 min) +1 (48 °C) 86,84 6,29 8,09 3,31 2,08 0,00
8 +1 (0,0439:1) +1 (38,081 min) +1 (48 °C) 152,06 9,16 14,57 4,57 2,27 0,47
9 -a% (0,02:1) 0 (25 min) 0(43°C) 56,10 4,64 6,37 4,45 2,22 0,00
10 +0¢ (0,05:1) 0 (25 min) 0(43°C) 141,51 10,75 14,08 6,46 3,73 0,76
11 0 (0,035:1) -a¢ (3 min) 0(43°C) 65,26 5,93 8,02 5,38 2,63 0,13
12 0 (0,035:1) +0¢ (47 min) 0 (43°C) 90,42 7,85 11,11 5,92 3,02 0,37
13 0 (0,035:1) 0 (25 min) -af (35 °C) 69,73 6,33 8,48 5,75 2,94 0,19
14 0 (0,035:1) 0 (25 min) +af (51 °C) 117,72 8,05 11,57 3,65 2,02 0,21
pCe 0 (0,035:1) 0 (25 min) 0 (43 °C) 97,75 8,50 11,26 6,57 3,42 0,46
9,71 +0,68 +0,96 +0,47 +0,26 +0,08

& X1 (Razao de material vegetal: NADES, m/m); X2 (Tempo de extracdo, min); Xs (Temperatura, °C).
bValores médios para inje¢cdes em triplicata (20 pL de cada amostra no sistema CLAE).
¢ Desejabilidade Global (D) no que tange aos valores de desejabilidades individuais (di, baseados nos maiores e menores valores obtidos no CCD) para area

total e area de picos representativos e/ou potenciais marcadores quimicos de E. uniflora. Valores de di em relagdo a area total tém peso 2 e valores das 4
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outras variaveis dependentes tém peso 1. D envolve a média geomérica das cinco resposta avaliadas. Valores aproximados para D com duas casas decimais.

4 +o = +1,68179.

€ Pontos centrais. Resultados mostrados como média + desvio padréo (n=5).
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Figura 21: Cromatogramas 1 a 8 do Planejamento Composto Central. Para condi¢cdes
cromatograficas, vide secao 2.3.6. Picos oriundos do tempo morto, da mistura eutética ou do
bioetanol empregados como meio extrator e/ou componente de fase movel (destacados com

asterisco) foram desconsiderados.
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Figura 22: Cromatogramas 9 a 14 do Planejamento Composto Central. Cromatogramas do

ponto central foram omitidos; realizados apenas para computo dos erros. Para condi¢des

cromatograficas veja se¢éo 2.3.6. Picos oriundos do tempo morto, da mistura eutética ou do bioetanol
empregados como meio extrator e/ou componente de fase mével (destacados com asterisco) foram

desconsiderados.
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A partir do Planejamento Composto Central realizado, foi possivel estimar um
modelo matematico polinomial que correlaciona os termos de interesse com a
desejabilidade global (D). O modelo recalculado, apés a eliminagdo dos termos néo

significativos e a 95% de confiancga, é representado pela seguinte expressao:

D == 0;433(i0,093) + 0’200(i0.068) x1 + 0’093(i0,068) xZ + 0'096(i0.089) x1x2 -

0,090(+0,089) ¥1X3 — 0,074 (+0,067) X5 — 0,092 (+0,067)%3 (Eq. 11).

A Analise de Variancia (ANOVA, Tabela 12) para o modelo estimado indicou
gue a equacao apresenta regressao significativa, visto que o valor de F calculado
(aproximadamente 12,17) é cerca de 4,06 vezes maior que o valor de F tabelado
(aproximadamente 3,00; com 6 e 12 graus de liberdade a 95% de nivel de confianca).
Adicionalmente, o modelo ndo apresentou falta de ajuste, considerando que o valor
de F calculado (aproximadamente 2,50) € menor que o valor F tabelado
(aproximadamente 6,04). Além disso, o modelo apresenta um elevado coeficiente de
determinacdo (R?= 0,86). Desse modo, o modelo pode ser empregado para realizar
previsbes (MONTGOMERY, 2017; PEREIRA-FILHO, 2015).

Tabela 12: Analise de Variancia (ANOVA) para o modelo estimado (Eq. 11) através do Planejamento

Composto Central (CCD) correlacionando os termos significativos com a Desejabilidade Global (D)
Testes F (95% de

Tabela ANOVA

confianca)
Fonte de variacado GL MQ Fcaiculado  Ftabelado
SOQR 0,98 6 0,16
12,17 3,00
SQr 0,16 12 0,01
SQT 1,14 18
R? 0,86
EP 0,03 4 0,01
. 2,50 6,04
FAj 0,13 8 0,02

SQR, Soma Quadratica de Regressao; SQr, Soma Quadratica dos Residuos; SQT, Soma Quadratica
Total; R?, Coeficiente de Determinacao; EP, Erro Puro; FAj, Falta de Ajuste; GL, Graus de Liberdade;
MQ, Média Quadratica

Superficies de respostas foram plotadas para o modelo multivariado estimado
(Figura 23). Através da sua visualizacdo, acoplado ao emprego da ferramenta Solver,
presente no Microsoft Excel (Microsoft, EUA) foi possivel elucidar as condi¢cdes 6timas

para a extragao assistida a microondas com emprego de ‘ChCI: LA 1:3’ como meio
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extrator. A metodologia de superficie e resposta e a ferramenta Solver indicaram que
as condi¢des 6timas para extragéo sdo obtidas quando os niveis das variaveis X1, X2
e Xz (vide Tabela 11) s&o estabelecidos em 1,68179, 1,68179 e -0,82420,
respectivamente, niveis que correspondem aos valores experimentais de 0,05:1 de
razao material vegetal/ NADES (X1), 47 minutos de irradiagdo com microondas a
800W (X2) e 39°C de temperatura (X3), o que forneceria o valor tedrico de 1,049 para
a Desejabilidade Global (D).

Tal condicéo foi testada em laboratorio. O valor real de desejabilidade global
obtido foi de 0,88 £ 0,05 (n=3). O valor médio é maior do que o maior valor de
desejabilidade originalmente obtido no Planejamento Composto Central (Tabela 11,
experimento 4), o que indica que a otimizagdo foi bem sucedida e uma condigdo
experimental 6tima de fato foi obtida. Um cromatograma representativo da condi¢éo

Otima esta representado na Figura 24a.

A condicao experimental étima obtida (Fig. 25) é coerente considerando as
respostas originais do CCD: Com os valores de Desejabilidade Global (D) obtidos para
0s experimentos 4 e 10, por exemplo, foi possivel constatar que quanto maior a razdo
material vegetal: NADES (m/m, X1), maior a resposta obtida e, por consequéncia,
maior é o rendimento extrator tanto sob uma perspectiva ndo-direcionada (no que diz
respeito a resposta ‘area total’) ou considerando metabalitos alvo (no que diz respeito
as areas dos picos A,B,C e D). Também, foi possivel perceber que um maior tempo
de irradiac&o (X2) propicia ou viabiliza equilibrios e transferéncia de massa envolvendo
0 solvente extrator e 0 material vegetal, aumentando a extragdo. Tempos maiores
garantem a completude da extragdo, e isso é coerente com os resultados de Bajkacz
e Adamek (2018), que constataram que tempos maiores de extragdo empregando 0
solvente eutético natural profundo cloreto de colina: acido latico na razdo molar 2:1

(contendo 30% de agua) propiciaram maior rendimento de polifenois.

Em oposicéo as varidveis X1 e X2, valores maiores de Desejabilidade Global
sdo obtidos quando a temperatura de extracdo (X3) € estabelecida em niveis
reduzidos. Isso ocorre porque, de modo similar ao que foi comentado anteriormente,
maiores valores de temperatura reduzem as areas dos picos C e D e aumentam a
area de um pico eluido a 6 minutos (vide experimentos 5 a 8 do CCD), o que reduz

globalmente o valor de Desejabilidade Global. Isso ocorre porque provavelmente
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valores maiores de temperatura viabilizam a hidrélise de metabdlitos de polaridade
mais reduzida. Assim, ainda que temperaturas mais elevadas favorecam a reducéao
da viscosidade do NADES, o aumento da difusividade e a remoc¢&do dos metabdlitos
da matriz vegetal (BAJKACZ e ADAMEK, 2018), a reducéo que o mesmo fendmeno
propicia nas areas dos picos C e D fazem com que as condi¢des experimentais 6timas

envolvam uma temperatura proxima a ambiente.

A capacidade extratora e o aspecto verde da mistura ‘ChCIl: LA 1:3’ foram
comparados com aspectos idénticos concernentes a mistura EtOH: H20 7:3 (v/v, n=3),
um sistema solvente apropriado para ser adotado como referéncia para fins de
comparacao. As condi¢cdes extratoras empregando a solucédo hidroalcodlica foram
idénticas as do ponto 6timo realizado com o NADES composto por cloreto de colina e
acido latico (Fig. 24Db).

Para estabelecer as comparagfes entre ambos 0s sistemas solvente,
inicialmente foram avaliados (1) a area total dos cromatogramas resultantes da
extragdo com cada uma das misturas e (2) o impacto ambiental de cada mistura,
avaliada através da métrica HPLC Environmental Assessment Tool (HPLC-EAT,;
GABER et al., 2011). Adicionalmente, empregou-se uma métrica hibrida para se
avaliar a capacidade extratora e o impacto ambiental de ambas as solu¢des extratoras
a partir de uma perspectiva holistica (de modo andlogo as métricas n/EAT e
GCFR/EAT empregadas para desenvolvimento de métodos cromatograficos
ambientalmente amigéaveis, vide FUNARI et al., 2014; FUNARI et al., 2015). Um
cromatograma representativo da extracdo empregando a solucéo hidroalcodlica esta
indicado na Figura 24b e os resultados relacionados a capacidade extratora e impacto

ambiental de cada mistura estdo resumidos na Tabela 13.
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Figura 23: Superficies de resposta obtidas para o modelo polinomial (Eq. 11) estimado a partir do Planejamento Composto Central (CCD). (a) D versus
tempo (min, X2), razdo material vegetal/NADES (m/m, X1); temperatura fixada em -0,82420 (39°C, X3), (b) D versus temperatura (°C, X3), razdo material vegetal/
NADES (m/m, X1); tempo fixado em 1,68179 (47 min, Xz), (c) D versus temperatura (°C, Xs), Tempo (min, Xz); razéo material vegetal/NADES (m/m, X1) fixada
em 1,68179 (0,05:1, m/m).
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Figura 24: Cromatogramas obtidos a partir das extragcdes assistidas a microondas nas
condi¢Ges otimas determinadas pelo Planejamento Composto Central nas misturas extratoras (a)
ChCI + LA 1:3 (+20% H20 m/m) e (b) EtOH/ H20 7:3 (v/v). Picos oriundos da mistura eutética ou do
bioetanol empregados como meio extrator e/ou componente de fase movel (destacados com
asterisco) foram desconsiderados

RAMPA 00:05:00

METODO 00:47:00
OTIMO 00:00:00 I

Resfriamento

Figura 25: Rampa de aquecimento e método étimo (fotografados pelo autor) para extracéo
assistida a microondas no visor do equipamento empregado para extracao
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A partir dos dados da Tabela 6 foi possivel realizar um teste T de Student a
95% de confianca possibilitando comparar estatisticamente a area total e o score area

total/EAT apresentados por ambas as solu¢cbes extratoras.

Tabela 13: Comparacgao entre a capacidade extratora, impacto ambiental e performance holistica do
solvente eutético natural ‘ChCl + LA 1:3’ e a mistura de referéncia composta por EtOH e H20 na
proporgao 7:3 (v/v)

Mistura ) HPLC-EAT® Area total/
Area total (Vxs)
Extratora gab Hab Eab  Totagl?® EAT
ChCIl + LA 1:3

119,61+1,50 0,787 0,275 0,237 1,299  92,11+1,15
(+20% H20 m/m)

EtOH/ H20 (7:3,
viv)d

Resultados apresentados como media * desvio padrao (n=3)

92,26 £ 1,39 1,212 0,132 0,314 1,658 55,63 £ 0,84

a HPLC Environmental Assessment Tool (Gaber et al., 2011) . O resultado ndo leva em consideragéo
as andlises cromatograficas subsequentes a extracao.

b Valores oriundos do trabalho original de Gaber et al. (2011) Sutton et al. (2018) e/ou da OECD
Existing Chemicals Database (OECD Secretariat, 2017) considerando a quantidade real de
componente de partida (descontando a impureza)

¢ Score total considerando 1g da solucao extratora (vide Eq.3). No caso da mistura ‘ChCl + LA 1:3’,
20% de H20 na sintese do solvente extrator foram empregados nas razées envolvendo as massas

dos componentes de partida para o computo dos pardmetros de salde, seguranca e impacto

ambiental d

Densidade (e massa) da solugéo extratora mensurados a partir de valores de densidade do etanol e
da agua a 25° C (0,785 e 0,997 g cm, respectivamente, vide LIDE, 2006)

Considerando os valores obtidos para o score area total/ EAT, um teste T de
Student a 95% de confianca indicou que a metodologia empregando ChCI + LA 1:3
(+20% H20 m/m) apresenta, do ponto de vista estatistico, uma melhor performance

extratora e simultaneamente apresenta um menor impacto ambiental.

E importante salientar que, no que se refere aos parametros de seguranca (S),
saude (H) e impacto ambiental (E) atribuidos a mistura ‘ChCl: LA 1:3, os mesmos néo
estdo disponiveis na versado original da métrica desenvolvida por Gaber et al. (2011).
Eles foram obtidos a partir de dados oriundos de Sutton et al. (2018) e Organization
for Economic Co-operation and Development (OECD). Considerando que os NADES

nem sempre sdo alvos de estudos toxicolégicos e dados confiaveis que tangem a tais
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materiais nem sempre estdo prontamente disponiveis, 0s valores mais impactantes
concernentes aos componentes de partida da mistura escolihda para otimizacéo da
extracdo assistida a microondas no presente trabalho (i.e., cloreto de colina e acido
latico) foram escolhidos para elucidacdo e determinacdo dos scores para S, H e E.
Assim, pode ser que o impacto causado por tal mistura eutética (e, portanto, o valor
de EAT) esteja superestimado (SUTTON et al., 2018).

Paralelamente, os scores S, H e E para a mistura hidroalcodlica empregada
como solvente de referéncia muito provavelmente também estdo superestimados,
considerando que o etanol empregado em tal etapa especifica € o etanol grau
alimenticio, oriundo da biomassa. Porém, os scores atribuidos a tal mistura tem como
base o etanol grau HPLC, de origem petroquimica (obtido através da hidratacdo do
eteno; uma via muito mais impactante do que a fermentacdo de cereais, rota mais
sustentavel empregada para obtencado do bioetanol; FUNARI et al., 2016; SUTTON et
al., 2018). Ainda assim, tais scores permitem uma comparagdo minimamente razoavel

entre 0s meios extratores supracitados.
2.4.5 AGREE: Analytical GREEness Calculator

Alternativamente, por meio da métrica Analytical GREEness Calculator
(AGREE; PENA-PEREIRA, WOJNOWSKI, TOBISZEWSKI, 2020) estabeleceu-se
uma comparacao entre o impacto ambiental gerado a partir da metodologia extratora
otimizada empregando o NADES a base de cloreto de colina e acido latico e a mesma
empregando solucdo hidroalcodlica como referéncia (EtOH/ H20 7:3, v/v). Os
parametros de entrada para cada um dos sistemas solvente estao representados na
tabela 14.



107

Tabela 14: Parametros de entrada no software da métrica AGREE para calculo do score referente as extragbes empregando como solvente ‘ChCl: LA 1:3' e
‘EtOH/H20 7:3 (v/v)

Parametros de entrada (AGREE)

ChCI: LA 1:3 (+ 20% H20 m/m) EtOH/ H2O 7:3 (v/v)
Principio Parametro Principio Parametro
1 Off-line analysis 1 Off-line analysis
2 1g 2 19
3 Off-line 3 Off-line
4 4 4 4
5 Manual/ not miniaturized 5 Manual/ not miniaturized
6 - 6 -
7 0.52 7° 0.65
8 36/1 8 36/1
Microwave-assisted extraction 9 Microwave-assisted extraction
10 All reagents are biobased 10 All reagents are biobased
11 No 11 No
12 Corrosive 12 Highly flammable

& Massa aproximada de acido latico presente em 1g de NADES ‘ChCl: LA 1:3’ (+ 20% H20 em massa considerando a pureza dos componentes)

b Massa aproximada de etanol presente em 1g de solu¢do de EtOH/H20 7:3 (v/v, considerando densidade de EtOH e H>O como 0,785g cm™ e 0,997 gcm,
respectivamente; LIDE, 2006)
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Ao contrario do capitulo 1, nesta etapa optou-se em comparar a massa de
componente e/ou solvente problematico para facilidade dos calculos, considerando
gue ha componentes soélidos ou muito viscosos envolvidos e que a métrica permite tal
opcéao. A partir dos dados de entrada inseridos para as extragdes envolvendo ambos
os solventes, foram obtidos 0 mesmo score de 0,65 (vide pictogramas gerados pelo
software da métrica; Figuras 26a,b). Essencialmente, ambas as metodologias
extratoras sofreram penalizacdo (1) pela auséncia de ensaios in situ e/ou a total
automatizacao e miniaturizacao do processo de extracao (contrariando principios 3 e
5 da Quimica Analitica Verde, destacados em vermelho) e (2) pelo emprego da
técnicas analiticas indiretas para as quais o preparo de amostra é mandatorio
(contrariando principio 1 da Quimica Analitica verde, em amarelo) e pelo uso de uma
técnica de extracdo que emprega uma quantidade relevante de energia (a irradiacéo
via microondas emprega, segundo os dados e a referéncia origjnal da métrica; entre
0,1 e 1,5 kWh por amostra; contrariando parcialmente o principio 9 da Quimica
Analitica Verde; GALUSZKA et al., 2013; PENA-PEREIRA, WOJNOWSKI,
TOBISZEWSKI, 2020).

(a) (b)
=0 =0y

B o
5

Figura 26: Scores obtidos na métrica AGREE para as metodologias extratoras envolvendo
(a) ‘ChCI: LA 1:3’ e (b) EtOH/ H20 7:3 (viv)

Entretanto, é interessante notar que o score permanece proximo de 1 apesar
das desvantagens supracitadas. Isso ocorre principalmente devido a consonancia que
as metodologias extratoras apresentam com o0s principios 6, 10 e 11 da Quimica
Analitica Verde (destacados em verde nas Figs. 26a,b), visto que as extracbes ndo

empregaram derivagdo e reagentes de origem renovavel foram empregados. Os
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principios 2,4, 7, 8 e 12 também foram aplicados parcial ou totalmente, visto que o
tamanho da amostra foi minimizado quando possivel, apenas 4 etapas foram
envolvidas na obtencédo da amostra a ser analisada (extracéo, centrifugacéo, diluicdo
e filtrac@o), uma quantidade reduzida de residuos perigosos foi gerada, o valor médio
de 36 picos cromatograficos foram mensurados a partir das extracdes representativas
envolvendo ambas as solucfes extratoras (de modo que uma metodologia ‘multi-
analito’ foi envolvida) e a seguranga do analista foi majoritariamente garantida
considerando que as substancias empregadas no processo apresentavam toxicidade

e riscos reduzidos.

Considerando que o score € 0 mesmo para ambos 0s solventes e a extracado
empregando NADES apresentou uma maior capacidade extratora, pode-se
considerar que a extracdo envolvendo ‘ChCl LA 1:3° apresenta uma maior
performance sob uma perspectiva global (i.e., considerando parametros analiticos e
ambientais). Além disso, é importante destacar que a métrica AGREE apresentou uma
diferenca relativa no que tange ao score envolvendo a métrica HPLC-EAT (o que, sob
uma perspectiva global, resultou em um impacto idéntico envolvendo as extracdes
para ambas as solucdes extratoras) porque a métrica AGREE leva em consideracao
aspectos como o consumo de energia e a eficiéncia, enquanto que a métrica HPLC-
EAT avalia essencialmente o risco associado aos solventes empregados na extragao.
E importante salientar que o cdmputo do score principalmente no que se refere ao
estabelecimento de comparacfes entre metodologias deve envolver varios critérios e
as vezes pode apresentar um carater subjetivo dependendo dos objetivos do
experimentador.

2.4.6 Principios da Extracdo Verde aplicados

Dos 6 Principios da Extracéo Verde estabelecidos por Chemat, Vian e Cravotto
(2012), foi possivel a aplicacdo de 4 principios através da extracdo assistida a
microondas empregando NADES como meio extrator. Através do uso de
componentes de partida dos NADES que sao metabdlitos primarios de plantas, foi
possivel aplicar o principio nimero 1. Além disso, o uso de solventes alternativos (a
exemplo do solvente eutético empregado) possibilitaram a aplicacdo do principio 2.
Residuos perigosos néo foram gerados, viabilizando a aplicacéo do principio 4, e um
extrato biodegradavel com a auséncia de contaminantes foi obtido, permitindo a
aplicagcéo do principio 6.
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2.5 CONCLUSAO

O presente capitulo apresentou uma alternativa otimizada, eficiente e de
impacto ambiental reduzido para extracdo dos compostos bioativos das folhas de
pitanga. De acordo com os parametros analiticos e métricas apropriadas, foi possivel
constatar que a metodologia desenvolvida apresenta um impacto ambiental reduzido

e uma eficiéncia extratora elevada.

O solvente eutético natural profundo cloreto de colina: &cido latico 1:3
(contendo 20% de agua) apresenta facil preparacéo, viscosidade reduzida e pode ser
um substituto apropriado de solventes de referéncia, a exemplo da solugéo
hidroalcoodlica de EtOH/H20 7:3 (v/v), frequentemente empregada para extracdo do
metaboloma das folhas da espécie vegetal em questdo. A abordagem
multiparamétrica empregada para otimizacdo das condi¢cGes de extracdo permitiram,
sob uma perspectiva global, a obtencdo de uma condicdo 6tima que possibilta a
extracdo satisfatoria dos metabdlitos de polaridades distintas e a0 mesmo tempo a
extracdo elevada de compostos representativos que potencialmente possam ser

marcadores da espécie vegetal.
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CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos no presente trabalho propdem uma mudanca
paradigmatica no que diz respeito ao conceito de eficiéncia em processos envolvidos
em estudos metaboldmicos de matrizes vegetais complexas. Desconsiderar aspectos
envolvendo sustentabilidade no estudo e exploragao racional de plantas medicinais e
focar exclusivamente na eficiéncia do processo se mostra uma ideia anacrénica e
ccontraditoria.  Solventes alternativos como bioetanol e NADESs abrem a
possibilidade de processos mais seguros, ambientalmente amigaveis, baratos e
eficientes em comparacdo com solventes tradicionais. A adocdo de abordagens
multiparamétricas possibilitam a economia de tempo e recursos e estabelece um
compromisso com um conceito de eficiéncia que contempla conceitos e ideias da
Quimica Analitica Verde, da bioeconomia, e portanto, das demandas do mundo atual,

no qual a adogao de praticas seguras, sustentaveis e eficientes é urgente.

As metodologias desenvolvidas e otimizadas neste trabalho podem ser
prontamente aplicadas para controle de qualidade da pitanga e seus derivados e
abrem caminho para que o setor industrial, a academia e instituicbes regulatorias
revejam conceitos e valorizem processos eficientes mas que sobretudo considerem

parametros ambientais.
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