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RESUMO

As Nag¢des Unidas preconizam pesquisas focadas na conversao de subprodutos
agricolas em recursos uteis para a sociedade, porque esses subprodutos podem
contribuir para mudangas climaticas, contaminagdo da agua e do solo e poluicdo do
ar local. Os principios da Quimica Verde devem conduzir a investigagéo de compostos
de valor agregado em subprodutos, pois todo desenvolvimento de produto comega na
escala analitica. Neste trabalho, nove diferentes abordagens de extragcdo foram
investigadas lado a lado para bagago de cana-de-agucar, incluindo trés métodos de
referéncia. Two-Liquid-Phase Ultrasound-Assisted Extraction with Probe ou Two-
Liquid-Phase Dynamic Maceration com uma geometria de frasco adequada e com
etanol e n-heptano, considerados mais verdes, compativeis com analises e de alta
disponibilidade, como alternativas para solventes de referéncia, como metanol e n-
hexano, foram as duas melhores abordagens baseadas na extragdo e no desempenho
ambiental. Eles foram aplicados aos trés principais subprodutos sélidos do setor
sucroenergético. Os extratos hidroetandlico e n-heptanico produzidos foram
analisados, respectivamente, por cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia e
cromatografia gasosa, ambas acopladas a espectrometria de massas, sem a
necessidade de utilizar etapas de preparagdo de amostra que exigem tempo, energia
e consumo de solventes, como evaporacdo de solventes, concentracdo de
metabdlitos, resuspensdes e derivatizagcdo. Foram identificados 111 compostos em
um unico subproduto, cobrindo desde a sacarose altamente polar até o apolar n-
hexatriacontanal, em um unico procedimento de extragdo. Orientina, apigenina-6-C-
glucosilrhamnosideo, 1-octasonol, octacosanal e outros compostos bioativos foram
identificados nesses subprodutos que se encontram abundantemente disponiveis e
que, usualmente, sdo queimados apenas para produzir energia. Esses dois métodos
aparecem como procedimentos verdes, simplificados e altamente eficientes para
extrair e identificar de forma abrangente subprodutos sucroenergéticos solidos. Estes
métodos podem ser aplicados para obter o perfil metabdlico de outros subprodutos ou

matrizes sélidas complexas.

Palavras-chave: residuos agricolas, metaboldémica, Quimica Verde



ABSTRACT

The United Nations preconizes research focused on converting agricultural by-
products into useful resources for society because these by-products can contribute to
climate change, water and soil contamination, and local air pollution. Green chemistry
principles should drive the search for valuable compounds in by-products since every
product development begins at the analytical scale. In this work, nine different
extraction approaches were investigated side-by-side for sugarcane bagasse,
including three reference methods. Two-Liquid-Phase Ultrasound-Assisted Extraction
with Probe or Two-Liquid- Phase Dynamic Maceration with a proper vial geometry and
with the greener, analysis-compatible, highly available ethanol and n-heptane as
alternatives for the reference methanol and n-hexane were the two best approaches
based on the extraction and environmental performances. They were applied to the
three main solid by-products of the sucroenergetic industrial. The produced
hydroethanolic and n-heptane extracts were analyzed by ultra-high-performance liquid
chromatography and gas chromatography both coupled to mass spectrometry,
respectively, without requiring time, energy, and solvent consuming sample
preparation steps like solvent evaporations, metabolite concentration, re-suspensions,
and derivatization. Up to 111 compounds were annotated in a single by-product,
covering from the very polar sucrose to nonpolar n-hexatriacontanal in a single
extraction procedure. Orientin, apigenin-6-C-glucosylrhamnoside, 1-octasonol,
octacosanal, and other bioactive compounds were identified in these abundantly
available by-products, which are currently just burned to produce energy. These two
methods appear as a green, simplified, and highly efficient procedures to
comprehensively extract and identify solid sucroenergetic byproducts. These can be
applied on metabolite profiling other by-products or complex solid matrices.

Keywords: agri-food byproducts, metabolomics, Green Chemistry
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1.  INTRODUGCAO

A Organizagao das Nagdes Unidas (ONU) preconiza pesquisas focadas na
conversao de subprodutos agro alimenticios em recursos uteis para a sociedade, uma
vez que o crescimento populacional previsto para as proximas décadas impulsionara
a produgao de alimentos e energia e, consequentemente, a geragao de subprodutos.’
A cana-de-agucar merece atencao especial nesta discussdo, uma vez que é a
segunda maior safra do mundo em massa produzida, usada como matéria-prima para
a producao de acucar, etanol e eletricidade, levando a uma variedade de produtos,
que varia conforme o interesse do mercado.? Em 2018 , a produgio global de cana-
de-agucar foi de 1,91 bilhdo de toneladas.? Os principais subprodutos soélidos gerados
na cadeia sucroenergética sdo bagacgo (250-280 kg/ton cana, 50% de umidade), palha
(200-280 kg/ton cana, 50% umidade) e torta de filtro (30-50 kg/ton cana, 55-70% de
umidade).*®

O bagago é gerado dentro da usina e € majoritariamente queimado para
geracdo de energia, mas também tem sido usado para a produgdo de etanol de
segunda geragdo.® A palha é principalmente deixada no campo, mas dependendo da
distancia entre a plantacdo e a usina, ela é transportada e também ¢é usada para
produzir energia através da queima. Se deixada no campo em quantidade adequada,
a palha da cana-de-agucar fornece biodiversidade ao solo, armazenamento de agua,
reciclagem de nutrientes, entre outros beneficios.” No entanto, o excesso de palha
pode diminuir o rendimento da produgéo, aumentar as emissdes de gases de efeitos
estufa, desequilibrar a biologia do solo, causando infestagdo de pragas e ervas
daninhas, entre outros problemas.” Finalmente, parte da torta de filtro, uma mistura
lipofilica produzida durante a produg¢ao de sacarose, € usada para fertilizar o solo da
cana-de-agucar. Seu uso irrestrito, entretanto, causa varias ameacgas ambientais
devido aos altos niveis de metais pesados.®>® Em resumo, embora a industria da cana
tenha avangado significativamente no gerenciamento de seus subprodutos,® seus
usos atuais ainda podem ser considerados de baixo valor agregado e n&o altamente
sustentaveis. Portanto, existe interesse em desenvolver aplicagbes de alto valor
agregado para esses subprodutos. Alguns estudos se concentraram na busca de
compostos de alto valor agregado a partir de partes de plantas de cana-de-agucar,
por exemplo, vitexina, aldeidos e 4&lcoois de cadeia longa (“n-policosanol”),

triterpenoides e esterdis.'0-1°
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Do ponto de vista ambiental, a busca por metabdlitos bioativos em residuos
ou subprodutos agroalimentares, empregando procedimentos analiticos ineficientes e
poluentes, seria paradoxal. Além disso, todo desenvolvimento de produto comega na
escala analitica. Assim, os 12 principios da Quimica Analitica Verde (GAC) tornam-se
um guia muito Util desde o estagio inicial da pesquisa.'® Ndo é coincidéncia que o
primeiro desses principios declare que técnicas analiticas diretas devem ser aplicadas
sempre que possivel, porque a etapa de preparo de amostra gera mais poluigao, gasto
de energia e gasto de materiais do que qualquer outra etapa do processo analitico,
além de consumir tempo.'®-'® Na Fitoquimica, as etapas usuais envolvidas no preparo
da amostra antes da analise do perfil do metabdlito por cromatografia liquida acoplada
a ultravioleta (UV) e/ou espectrometria de massas (LC-PAD/UV-MS) sao: moagem,
extragdo com um ou mais solventes, filtracdo ou centrifugagcédo, evaporagdo de
solvente, extracdo em fase sélida ou extracao liquido-liquido para eliminar compostos
interferentes, nova evaporacao de solvente, ressuspensao para obter a concentragao
desejada e em um solvente compativel a analise posterior, filtragdo em filtro de seringa
para finalmente injetar a amostra no sistema.'”'9?2 Se a cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) é a técnica utilizada,
geralmente a matriz vegetal é triturada e extraida por hidrodestilagdo, para obter 6leos
essenciais, ou usando um solvente organico semi- a apolar. O extrato fluido € entao
filtrado ou centrifugado, o solvente € evaporado e o extrato seco é ressuspendido até
a concentragdo desejada em um solvente compativel para ser injetado no sistema
GC-MS; no entanto, amostras secas sao frequentemente submetidas a etapas
adicionais antes da analise por GC-MS, como derivatizagao, especialmente quando
sdo utilizados solventes hidrofilicos.'®17:23-25 Desta forma, observa-se que esses
processos exigem um grande numero de etapas, aumentando o tempo, consumo de
energia e solvente, além de aumentar o erro experimental.’ Além disso,
frequentemente sdo empregados solventes perigosos, problematicos e/ou que
apresentam riscos a saude, como cloroférmio, éter terc-butilico (MTBE), metanol
(MeOH), acetonitrila e hexano.20-%6

Se uma abordagem n&o direcionada for selecionada (untargeted), nenhum
meétodo de extragao simples permite que um solvente cubra a extracdo de metabdlitos
polares a apolares. Usualmente, extragbes com diferentes solventes sdo conduzidas
separadamente, reduzindo assim o rendimento da amostra’’?° e consumindo mais

energia e solvente. Protocolos de extracdo multifasicos foram propostos para estudos
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nao direcionados, geralmente levando a uma extragdo mais ampla em comparagao
com uma extracdo de uma unica fase liquida. Também foi observada uma
simplificacdo quando comparados com protocolos que utilizam duas extragdes
separadas de uma fase liquida.'”-?%2527 No entanto, (i) estes protocolos baseiam-se
principalmente na utilizagcdo de solventes organicos perigosos e/ou nocivos
mencionados acima; (i) uma etapa de concentragao e ressuspensao para cada fase
ainda sdo necessarias se ambas forem analisadas por LC-MS, ou ainda outras etapas
adicionais, como derivatizacao, se a analise for realizada por GC-MS; (iii) enquanto a
primeira solugao liquida permanece em contato com a matriz sélida por varios minutos
(geralmente 15 minutos), o segundo liquido é adicionado ao frasco de extragédo
apenas no final do processo, quando o sistema ja € levado a mistura por vortex para
realizar uma extragdo liquido-liquido.20242527 Assim, é improvavel que uma extragao
soélido-liquido eficaz possa ocorrer para o segundo solvente adicionado. A fim de
remediar isto, Luque de Castro et al. propuseram uma abordagem inovadora que visa
a extracado de metabdlitos polares a apolares de matrizes vegetais, utilizando duas
fases liquidas (misturas de metanol-agua e n-hexano) em contato com a amostra
soélida desde o inicio até o final do processo de extragdo, gerando, assim, dois extratos
ao invés de duas fragdes liquidas.?®-3 As extragbes foram baseadas em ultrassom e
agitagdo magnética simultaneamente (Ultrasound-Assisted Emulsification-Extraction,
UAEE) ou em micro-ondas (Microwave-Assisted Extraction, MAE), que estao entre as
técnicas de extracado consideradas mais verdes do que as tradicionais devido a sua
alta eficiéncia de extragdo e baixo consumo de energia e solvente.3! Enquanto o
extrato hidrometandlico resultante era apenas filtrado em seringa e injetado nos
sistemas HPLC-PAD/UV e HPLC-MS/MS para detectar e quantificar compostos
fendlicos, o extrato n-hexanico passou por oito etapas, incluindo a derivatizagao, antes
de ser injetado no sistema GC-MS para detectar e quantificar acidos graxos.?®2°
Procedimento similar foi aplicado por Cao et al.,%? que extrairam simultaneamente
metabdlitos relativamente hidrofilicos e hidrofébicos das folhas de Ginkgo biloba
usando dois solventes eutéticos naturais profundos (do inglés, Natural Deep Eutectic
Solvents, NADES) imisciveis. Os acetatos de poliprenila presentes na fase hidrofébica
do NADES foram quantificados por HPLC-UV, enquanto procianidina, flavonoides e
trilactonas terpénicas presentes na fase hidrofébica do NADES foram quantificados
por métodos espectrofotométricos. As potenciais desvantagens do método nao foram
abordadas, como a conhecida dificuldade em separar os compostos extraidos do
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NADES devido aos seus pontos de ebulicdo mais altos; possivel incompatibilidade
dos solventes de extracdo com técnicas analiticas mais robustas (como UHPLC-
HRMS e GC-MS); e desempenho ambiental e de extragao do sistema empregado em
comparagao com aqueles tradicionais, mas que empregam solventes verdes. Este
ultimo deve ser particularmente enfatizado devido aos riscos do cloreto de metil-trioctil
amodnio e acido octilico (classificados como “perigosos”), que foram usados para
preparar os NADES hidrofébicos.

Até onde se tem conhecimento, ndo ha estudos adicionais focados no
desenvolvimento dessa estratégia de utilizacdo de dois extratos em vez de duas
fracdes liquidas, apesar de sua potencial aplicabilidade na quimica de produtos
naturais, quimica de alimentos, quimica ambiental, entre outros. (i) Essa abordagem
nao foi contestada do ponto de vista da Quimica Verde, em que é crucial o emprego
de métricas multiparametros apropriadas.®® (i) Ainda é pouco explorado na
metaboldmica nado direcionada (untargeted), quando o objetivo € conhecer a
composigcido completa do metaboloma presente em um organismo.3 (i) A potencial
influéncia da geometria do recipiente de extragdo na eficiéncia de tais extragdes nao
foi explorada, embora a superficie de contato inicial entre as fases liquidas possa
facilitar ou dificultar as extragcdes. Para volumes constantes das fases liquidas, a
geometria do recipiente influencia a altura das colunas da fase liquida, com possiveis
implicagbes no grau de insergdo da sonda de ultrassom e na energia liberada no
sistema para a formacdo de emulsdes. Novos estudos podem abrir novas
perspectivas para o desenvolvimento de extragdes com duas fases liquidas, que
podem incluir o aumento da abrangéncia metabdlica dessas extragdes, enquanto ha
a diminuicdo do numero de etapas analiticas (como evaporagdes de solventes e
derivatizagdo de amostras, que consomem tempo, e ressuspensdes em um solvente
compativel com analise), permitindo a substituicdo de solventes e aparatos, extragbes

simultadneas de multiplas amostras, entre outras.

2. OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo desenvolver uma técnica experimental
verde, simplificada e altamente eficiente para extrair e identificar tentativamente uma
ampla gama de metabdlitos em subprodutos da cana-de-agucar -coletados
diretamente nas usinas. Para tanto, investigou-se: (i) o desempenho ambiental e de



14

extragdo de cinco configuragdes experimentais para extragdées com duas fases
liquidas lado a lado, com quatro extragdes de referéncia de uma unica fase liquida; (ii)
a necessidade de cada etapa do procedimento analitico; (iii) a eficiéncia de solventes
mais verdes, baratos, compativeis com analises de LC-UV-MS e GC-MS e de alta
disponibilidade em laboratérios de quimica como possiveis substituicbes aos
solventes tradicionalmente usados para essas extragdes com duas fases liquidas; (iv)
o efeito da geometria do recipiente de extracdo nas técnicas de extragdo em duas
fases com melhor rendimento; e (v) a abrangéncia real das duas melhores extragdes
no perfil metabdlico dos trés principais subprodutos solidos da industria

sucroenergética (bagaco, palha deixada no campo e torta de filtro).

3. EXPERIMENTAL

3.1. Solventes

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados os solventes listados
a seguir: para as extragdes, utilizou-se n-heptano (Sigma Aldrich, Alemanha), n-
hexano, metanol e etanol (Merck, Alemanha) e para as analises cromatograficas
utilizou-se acido férmico grau P.A, (Sigma Aldrich, Alemanha), etanol grau HPLC e
acetonitrila (Merck, Alemanha).

3.2. Subprodutos da cana-de-aguicar

Amostras de palha foram coletadas diretamente do campo entre 1 a 7 dias
depois da colheita (Usina Zilor, Lengodis Paulista, SP). Amostras de bagago foram
coletadas nas usinas Zilor e Sao Francisco (Sertdozinho, SP), secas ao ar e
misturadas na proporgao 1:1 (m/m). Amostras de torta de filtro também foram
coletadas na usina S&o Francisco. As amostras secas foram moidas e somente

particulas com tamanho entre 38-42 mesh foram extraidas.

3.3. Extracgoes de referéncia

A extracdo de compostos de meédia a alta polaridades foi baseada em
Colombo et al.,'®3% que, até onde se pesquisou, fez a investigagdo mais abrangente
de metabdlitos de média a alta polaridade em subprodutos da cana-de-agucar.
Resumidamente, 1 g de bagaco foi extraido com 35 mL de MeOH por 1,5 min por

extragcao assistida por ultrassom (dispositivo de banho ultrassénico, 40 kHz/160 W,



15

SolidSteel SSBu, Brasil). Em seguida, 2 mL de H20 foram adicionados ao extrato e a
solugdo resultante foi concentrada em um rotoevaporador (Heidolph Hei-VAP
Advantage, Alemanha). O extrato concentrado (aprox. 2 mL) foi submetido a extracéo
em fase solida (Phenomenex, Strata C18 55 um, EUA). A fase estacionaria foi ativada
com 1,0 mL de MeOH e equilibrada com 1,0 mL de agua. Foi entado carregada com 2
mL de extrato. Os compostos interferentes foram eluidos em 3 mL de agua, e os
compostos de interesse foram eluidos em 3 mL de MeOH. Um procedimento
tradicional de refluxo previamente descrito para subprodutos de cana-de-agucar foi
definido como método de referéncia para a extracdo de compostos apolares.
Brevemente, 11 g de bagaco foi extraido com 200 mL de n-hexano por 4 h em um
aparato Soxhlet.'®

3.4. Extragoes com duas fases liquidas

As cinco extragdes alternativas para bagago de cana-de-agucar testadas
foram: (i) Ultrasound-Assisted Emulsification-Extraction, na qual, simultaneamente,
empregou uma sonda de radiagdo ultrassonica (Unique 19 kHz, 495 W, Brasil) e
maceragao dindmica com agitagdo magnética (Heidolph MR Hei-Tec com sensor de
temperatura, Alemanha), a 1400 rpm, (2-UAEE; o acrénimo 2- foi empregado para
diferenciar extragdes de duas fases de extragdes de uma fase), e que foi baseada em
Serradilla et al.;?® (ii) Two-Liquid-Phase Ultrasound-Assisted Extraction with Probe (2-
UAEP) (Unique, 19 kHz/495 W, Brasil ou QSonica Q 125, 20 kHz/125 W, EUA - este
ultimo foi utilizado apenas para investigar a influéncia da geometria do recipiente de
extragao); (iii) Two-Liquid-Phase Ultrasound-Assisted Extraction with Bath, a 40 kHz
e 160 W (SolidSteel SSBu, Brasil) (2-UAEB); (iv) Two-Liquid-Phase Dynamic
Maceration, a 30 °C e 1400 rpm (2-Mac); (v) Two- Liquid-Phase Vortex-Assisted
Extraction, a 3000 rpm (2-Vort) (Vortexer Heathrow Scientific, EUA). As condigdes
gerais para todas as extragdes foram 750 mg de matriz sélida em um béquer de
didmetro interno (d.i.) de 2,0 ou 3,0 cm (para 2-Mac e 2-UEAP, também foram testados
recipientes com 2,5 e 3,8 cm de d.i.), nos quais foram adicionados 7,5 mL de n-
heptano e 7,5 mL de EtOH-H2O 7:3 (v/v) [para 2-UAEE, 7,5 mL de n-hexano e 7,5 mL
de MeOH-H20 8: 2 (v/v) foram primeiramente empregados]. O tempo de extragao foi
de 9 min. No final de cada extragao, as fases liquidas foram removidas e centrifugadas
(Eppendorf 5810 R, Alemanha) a 4000 rpm por 5 min. As fases hidroetandlica e n-
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heptananica foram filtradas em um filtro de membrana de celulose regenerada de 0,22

pum e analisadas por UHPLC-UV e GC-MS, respectivamente.

3.5. Extragcdoes com uma fase liquida

Para uma comparagao adicional, 2-UAEP (19 kHz, 495 W) e 2-Mac (30 °C,
1400 rpm) também foram realizadas usando apenas uma fase liquida [EtOH-H2O 7:3
(v/v) ou n-heptano] separadamente. Assim, 750 mg de bagago foram extraidos com
7,5 mL de EtOH-H20 7:3 (v/v) ou com 7,5 mL de n-heptano, por 9 min. As extragbes
foram denominadas (vi) One-Liquid-Phase Ultrasound- Assisted Extraction with Probe
(1-UAEP) e (vii) One-Liquid-Phase Dynamic Maceration (1-Mac). Os extratos
resultantes foram analisados por UHPLC-UV e GC-MS, respectivamente.

3.6. Comparacao entre extragoes

Todas as extragbes neste trabalho foram realizadas em ftriplicatas. Os
parametros de extragdo monitorados foram: (i) a soma do numero de picos obtidos
por UHPLC-UV a 350 nm e GC-MS para os pares de extratos hidroetandlicos (ou
hidrometandlicos) e n-hepténicos (ou n-hexanicos), respectivamente; (ii) a soma das
areas dos picos dos cromatogramas acima mencionados; e (iii) seu impacto
ambiental, avaliado pelas métricas denominadas Analytical-Eco Scale e HPLC-
Environmental Assessment Tool 3637 Para (ii), como os cromatogramas UHPLC-UV
e GC-MS foram obtidos em escalas diferentes, uma normalizacao linear foi aplicada
para cada cromatograma, obtendo valores para areas de pico total de 0 a 1 para cada

cromatograma.

3.7. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)

As analises foram realizadas em cromatégrafo a gas acoplado a um
espectréometro de massas (Shimadzu GCMS QP2020, Japao) com um injetor
automatico (AOC-20i). As separagbes foram obtidas em uma coluna capilar de
dimensdes 30 m x 25 mm; 0,25 ym (Zebron ZB-5HT Inferno, Phenomenex, EUA). A
pressao do sistema foi mantida constante a 103,8 kPa. O gas carreador foi hélio a
uma vazao fixa de 7,0 mL/min. A temperatura do injetor foi de 380 °C. A temperatura
inicial do forno foi de 180 °C, mantida por 1 min, e depois aumentada a uma taxa de
8 °C/min até atingir a temperatura de 380 °C, a qual foi mantida por 10 min. A injegao
foi feita de maneira automatica (2 uL) com split 3:1. O espectrOmetro de massas de
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impacto eletrbnico operou a uma temperatura de fonte de 290 °C e uma varredura da
razdo massa/carga de 30 a 1000 u.m. Para comparagdo entre os extratos n-
heptanicos, foram considerados picos com inclinagao superior a 5000 pV/min. Isso foi
necessario para evitar a contagem indevida de compostos derivados de sangramento
da coluna como compostos da amostra. Para a identificacdo dos compostos, qualquer
pico com inclinagao igual ou superior a 100 pV/min teve sua identidade verificada e

os compostos derivados de sangramento na coluna foram excluidos.

3.8. Cromatografia liquida de ultra-alta-eficiéncia acoplada a arranjo de
fotodiodos (PDA/UV/Vis) (UHPLC-PAD/UV)

Para o desenvolvimento do método cromatografico e o monitoramento da
eficiéncia das extragdes, as analises foram realizadas em um sistema UHPLC
(Shimadzu Nexera UC, Japao), composto por uma controladora (CBM 20-A), um
desgaseificador (DGU-20A), duas bombas ternarias (Nexera X2 LC-30AD), um auto
injetor (Nexera X2 SIL-30AC), um compartimento de coluna termoestavel (CTO-20AC)
e um detector de PDA/UV (SPD-M20A). As separagbes foram realizadas em uma
coluna C18, 150 x 2,1 mm; 1,7 ym (Kinetex, Phenomenex, EUA). A fase movel
continha agua acidificada com acido férmico a 0,2% (v/v) (A) e acetonitrila (ACN) (B),
no seguinte gradiente: 10-13% de ACN de 0 a 3,81 min; 13-16,5% de ACN de 3,81 a
27 min; 16,5-20% de ACN de 27 a 39 min; 20-40% de 39 a 59 min; 40-60% ACN de
59 a 72 min; 60-100% de ACN de 72 a 74 min, mantendo 100% de ACN de 74 a 79
min. A taxa de fluxo do sistema foi de 0,2 mL/min. A temperatura do forno foi mantida
a 30 °C e o volume de injecdo foi de 3,0 uL. As separag¢des foram monitoradas em A
= 350 nm. Apenas picos com razao sinal/ruido (S/N) superior a 3 foram considerados.
Os espectros de UV (200-400 nm) foram adquiridos durante as analises. Os dados
foram processados usando o software LabSolutions da Shimadzu.

3.9. Cromatografia Liquida de |ultra-alta eficiéncia acoplada a
espectrofotometro UV/Vis e espectrometros de massas por tempo de voo
(UHPLC-PAD/UV-ESI-TOFMS)

Para identificagcdo dos compostos, as analises foram realizadas em um
sistema UHPLC (Waters Acquity H-Class, EUA), composto por uma bomba
quaternaria (Quaternary Solvent Manager), um injetor automatico (Sample Manager
FTN) e um compartimento de coluna termoestavel, acoplado a um detector de arranjo
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de fotodiodos e um espectrémetro de massas com uma ionizagao por electrospray e
um analisador quadrupolo por tempo de voo (Xevo G2-XS QTof). As separagoes
foram desenvolvidas usando a mesma coluna e condi¢gées cromatograficas descritas
na subsecdo 2.8. Os espectros de massa foram adquiridos nos modos positivo e
negativo. As condigdes do espectrometro de massas foram as seguintes: temperatura
da fonte, 100 °C, temperatura de dessolvatacdo, 650 °C, fluxo de gas de
dessolvatagao, 13,3 L/min; tensao capilar, (+) 3000 kV e (-) 3000 kV; tenséo do cone
de referéncia, 30 V; energia de colisao, 4,0 eV. O espectrédmetro de massas operou
na faixa de 100 a 1000 m/z. Para garantir a precisdo da massa em baixos valores de
ppm, uma referéncia de correcdo de massa interna foi usada para variagcbes
adequadas. A solucao de massa de referéncia continha 2 compostos de referéncia de
massa conhecida: m/z 91.040 e 1178.895. Os dados foram processados usando o
software MassLynx da Water.

4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Configuragdao dos métodos cromatograficos

O primeiro passo foi definir métodos cromatograficos de analise por GC-MS e
UHPLC-PAD/UV para avaliar de forma abrangente a qualidade das extragdes
investigadas com base no numero total de picos e na area total dos picos em um
determinado cromatograma. Um método abrangente de GC-MS selecionado foi
desenvolvido por Attard et al. para analisar compostos apolares de subprodutos da
cana-de-agucar.’ Para compostos polares a semi-polares, os métodos HPLC-
PAD/UV descritos por Colombo et al. e Leme et al. para analisar as folhas de cana-
de-agucar foram tomados como ponto de partida.'>'335 Primeiro, cada método foi
avaliado quanto ao seu impacto ambiental, usando a métrica HPLC-Environmental
Assessment Tool (HPLC-EAT).3" Até onde se conhece, esse ainda é a melhor métrica
para essa finalidade, uma vez que leva em consideragdo os aspectos qualitativos
(impactos na seguranga, saude e meio ambiente de cada solvente usado - SHE) e
quantitativos (a massa exata de cada solvente usado) dos métodos em comparagao.

HPLC-EAT ¢ calculada de acordo com a Equacéo 1.

HPLC-EAT =(S1 +H1 +E1) m1 + (S2 +H2 +E2) m2 + (...) + (Sn + Hn + En) mn (Equacao 1)
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onde S, H e E sdo os fatores de seguranga, saude e meio ambiente, respectivamente
(do inglés, safety, health, environment), para um numero n de solventes, e m é a
massa do(s) solvente(s).

Essa ferramenta utiliza originalmente os pontos SHE calculados por
Hungerblihler e colaboradores.?® De acordo com isto, os métodos descritos por
Colombo et al.’®3 e Leme et al.'? levaram a pontuagdo HPLC-EAT de 46,05 e 54,7,
respectivamente. Além disso, o HPLC-EAT foi aplicado com os pontos SHE fornecidos
pelo guia de referéncia de selegdo de solventes, CHEM-21.26 Novamente, o método
HPLC descrito por Colombo et al.’®35 obteve pontuagdo menor que o de Leme et al.'?
(260,9 e 431,1, respectivamente). Quanto menor a pontuagao final calculada por essa
métrica, mais ecologico é o método. Assim, o método HPLC-UV de Colombo et al. foi
selecionado e transposto para UHPLC-UV. Isso foi feito com o auxilio do software
HPLC Calculator versao 3.0, desenvolvido por Guillarme et al.3® As concentragbes dos
componentes da fase mével foram otimizadas para obter a maior quantidade de
informacao quimica (picos e espectros de UV), necessaria para comparar as
configuragbes experimentais com maior discernimento. O novo método UHPLC-
PAD/UV obtido provou ser 2,6 a 3,6 vezes mais verde que o método original para
HPLC (pontuagao de 17,9 e 72,0, para os valores de SHE de Capello et al. ou Prat et
al.).?838 |sso ocorreu devido a miniaturizagdo da coluna UHPLC que levou a um menor
consumo do modificador organico (5,0 mL versus 16,4 mL). Os cromatogramas
representativos de UHPLC-PAD/UV usando este método estdo na Figura 1 (coluna

da esquerda).
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Figura 1 - Cromatogramas representativos UHPLC-UV (esquerda) a 350 nm e GC-MS (direita) de
diferentes procedimentos de extragao: extratos metandlico (a), hidrometandlico (c, em preto) e n-
hexanico (b e d, em preto) obtidos de extracdes de referéncia; extratos hidroetandlicos e n-heptanicos
alternativos (c e d, em verde); extratos hidroetandlico (e e g), e n-heptanico (f e h) obtidos por Two-
Liquid-Phase Dynamic Maceration (2-Mac) e Two-Liquid-Phase Ultrasound-Assisted Extraction with
Probe (2-UAEP), respectivamente, usando um recipiente de 3 cm d.i. em ambas extragbes. As janelas
dos eixos x e y sdo as mesmas em cada coluna.
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4.2. Métodos de referéncia

Os compostos semi-polares a polares presentes no bagaco foram extraidos
usando o método descrito por Colombo et al., que empregou metanol e aparato de
banho ultrassbnico para extragdo de bagago de cana-de-agucar.'®3 Um
cromatograma representativo do extrato antes da concentragdo de metabdlitos &
apresentado na Figura 1a, enquanto que o cromatograma obtido a partir da injegcao
da amostra apds o procedimento completo de preparacdo da amostra, conforme
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descrito pelos autores (filtragdo, concentragdo em um evaporador rotativo, extragao
em fase sélida e filtragdo por membrana) é colocada sobre a Figura 1a. O numero de
picos adquiridos por UHPLC-PAD/UV foi de 3,3 £ 1,2 € 60,3 + 15,0, respectivamente.
Assim, o tempo e a energia consumidos nas etapas de evaporacédo de solvente e
extragdo em fase solida se mostraram obrigatorios para o método de referéncia de
Colombo et al.,*3% quando se deseja um amplo perfil de metabdlitos (o consumo de
energia € apresentado posteriormente neste trabalho).

Em seguida, um método usando n-hexano e Soxhlet, usado anteriormente
para extrair compostos apolares de bagaco, colmo e folhas de cana, foi empregado
em um bagago ndo extraido anteriormente.’ Um cromatograma representativo de
GC-MS do extrato n-hexanico apos a filtragdo € mostrado na Figura 1b, com 15+ 2,0

picos.

4.3. Extragoes alternativas usando duas fases liquidas

Buscando desenvolver um procedimento que combine totalmente com os
principios da Quimica Analitica Verde e com as extragcdes verdes de produtos
naturais, conforme descrito por Gatuszka et al. e Chemat et al.,'®4% e que extraiam
com eficiéncia o maior numero possivel de metabdlitos presentes na matriz sélida sob
investigagao, duas estratégias complementares foram adotadas: (i) eliminar etapas
analiticas, através de um processo que pode extrair simultaneamente de compostos
polares a compostos apolares com baixo consumo de energia, permitindo sua
identificagdo posterior e (ii) substituir os solventes utilizados pelos métodos de
referéncia por outros preferiveis do ponto de vista da Quimica Verde.

Para a estratégia (i), uma extragdo chamada Ultrasound-Assisted
Emuilsification-Extraction (2-UAEE), conforme relatado por Serradilla et al. para outras
amostras solidas, foi testada para o bagago da cana-de-agucar.?® A extragao foi feita
com MeOH-H20 8:2 (v/v) e n-hexano simultaneamente, levando a dois extratos, ao
invés de simplesmente duas fragdes. Isso ocorre porque a matriz sélida € mantida em
contato com ambas fases liquidas, do inicio ao fim do processo, sob uma técnica de
extracgao eficiente e reconhecida.3! Apds a centrifugacgao, é possivel obter um extrato
hidrometandlico pronto para ser injetado no sistema UHPLC-PAD/UV de fase reversa,
logo apds a filtragédo em filtro de seringa.?® Comparada com a extragéo de referéncia
que utiliza apenas uma fase, 3% esta extragéo proposta eliminaria trés etapas: (i) uma

filtragao inicial do extrato, (ii) uma evaporagao do solvente e (iii) uma extragao em fase
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sélida para eliminar compostos apolares que poderiam aderir irreversivelmente a fase
estacionaria C18 da coluna cromatografica. Para a fragdo n-hexanica, testou-se a
injecdo direta no sistema GC-MS logo apds a extragdo e centrifugacdo, embora
Serradilla et al. tenha realizado sete etapas adicionais antes de injetar a soluc¢éo final
em um sistema GC-MS (evaporagado de n-hexano, ressuspensao do residuo seco e
derivatizagdo com metilato de s6édio em metanol, seguido de uma nova centrifugacgao,
evaporacgao do sobrenadante até a secura, ressuspensao em n-hexano, diluicdo na
razdo 1:10 apta a ser finalmente injetada).?® Se fosse alcangado um resultado
satisfatorio, um procedimento mais rapido e eficiente, que economizaria recursos
ambientais, como energia e solventes, teria sido desenvolvido para a amostra sob
investigagdo. Os cromatogramas resultantes sdo mostrados em preto nas Fig. 1c e
1d, respectivamente.

O numero médio de picos por UHPLC-PAD/UV e CG-MS foi de 50,7 £+ 1,5 e
20,3 £ 0,6, respectivamente. Esses resultados evidenciaram que o 2-UAEE teve um
desempenho melhor do que a soma dos resultados das extragcdes de referéncia com
uma fase liquida com MeOH e n-hexano (total de 18,3 picos), mas quando estas nao
tiverem passado pelas etapas de concentracdo da amostra, de forma a permitir uma
comparagao direta da eficiéncia da extragao (Figura 2). Isso também ocorre quando
se compara seu desempenho ambiental por métricas complementares (os resultados
sao fornecidos mais adiante neste trabalho).

O préximo passo foi substituir os solventes de referéncia por solventes mais
verdes, com o objetivo de manter ou melhorar o desempenho da extragdo, uma vez
que os solventes organicos perigosos sdo considerados as principais ameacgas a
saude e ao meio ambiente nos procedimentos analiticos de extragdo.'®4'3 |sso foi
realizado com a ajuda do CHEM-212¢ e de uma classificagdo de solventes com base
no risco ambiental, usando a combinacdo de um modelo multimidia e analise de
decisdo com multiplos critérios.** Com base nestes, n-hexano e MeOH-H20 8:2 (v/v)
foram substituidos por n-heptano e EtOH-H20 7: 3 (v/v), respectivamente. As figuras
1c e 1d (cromatogramas verdes) ilustram o resultado dessa substituicdo. O
desempenho da extragdo de compostos polares a semi-polares presentes no bagaco
de cana foi mantido, uma vez que os cromatogramas tém perfis qualitativos e
quantitativos muito semelhantes (Figura 1c). De fato, foram obtidos 52,0 + 3,0 e 50,7
+ 1,5 picos para os extratos hidroetandlico e hidrometandlico, respectivamente. Para
a area dos picos, o comportamento foi o mesmo (a area total dos picos foi apenas
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3,9% maior para o extrato hidrometandlico). Neste caso, claramente foi alcangada
uma vantagem para o analista, uma vez que é de amplo conhecimento que o MeOH
€ prontamente absorvido por inalacdo e/ou exposigcao da pele e é metabolizado pelos
seres humanos em formaldeido e acido formico, ambos toxicos e cumulativos. Embora
o0 MeOH esteja listado como “recomendavel”’ no CHEM-21, ao considerar a soma de
suas pontuacdes de SHE, ele deve ser evitado sempre que possivel para aumentar a
seguranca pessoal do operador.'626:40 Por outro lado, EtOH é considerado um dos
solventes organicos mais verdes disponiveis atualmente,?64% especialmente quando
obtidos por fermentacdo ou de fontes renovaveis, incluindo a cana-de-agucar, objeto
deste estudo. Em uma biorrefinaria, o produto primario do processo (EtOH) poderia
ser usado para extrair metabdlitos especializados dos subprodutos obtidos do cultivo
e processamento da cana-de-agucar (a presenga de metabdlitos especializados de
alto valor agregado no extrato etandlico € descrita em este manuscrito).

Para extrair compostos apolares, os cromatogramas representativos na
Figura 1d indicaram que a substituicdo de n-hexano por n-heptano também nao
alterou o perfil cromatografico obtido para as duas extragbes. Obteve-se o valor de
19,3 + 1,1 picos para o extrato de n-heptano e 20,3 £ 0,6 para o extrato de n-hexano,
0 que nao é estatisticamente diferente. Para a area dos picos, o n-heptano foi 19%
melhor que o n-hexano. De acordo com o guia CHEM-21, n-hexano & considerado
"indesejavel", enquanto o n-heptano é classificado apenas como "problematico" e,
portanto, & preferivel.?® Outro beneficio nessa troca é que o n-heptano ¢ menos
prejudicial a saude do operador do que o n-hexano.'®26 Assim, nesta fase do estudo,
descobriu-se que substituir MeOH por EtOH e n-hexano por n-heptano permite um
processo de extracdo mais verde sem perda na eficiéncia da extragdo, como
posteriormente confirmado por métricas apropriadas (discutidas posteriormente).

O proximo passo foi uma tentativa de eliminar ainda mais as etapas
envolvidas no 2-UAEE, mas manter sua eficiéncia de extragcdo. Em geral, quanto mais
passos envolvidos em um processo analitico, menos verde e menos reprodutivel este
.36 Como o 2-UAEE emprega extragao assistida por ultrassom e agitagdo magnética
simultaneamente,?® uma Unica técnica de extracdo poderia ser avaliada, mantendo a
abordagem de duas fases liquidas. Portanto, as seguintes novas extragdes foram
testadas: (i) Two-Liquid-Phase Dynamic Maceration (2-Mac); (ii) Two-Liquid-Phase
Ultrasound-Assisted Extraction with Probe (2-UAEP); (iii) Two-Liquid-Phase
Ultrasound-Assisted Extraction with Bath (2 UAEB) e (iv) Two-Liquid-Phase Vortex-
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Assisted Extraction (2- Vort). Os resultados estao resumidos na Figura 2, enquanto os

cromatogramas obtidos para 2-UAEP e 2-Mac estao na Figura 1e-h.

Figura 2 - Eficiéncias de extragbes de uma e duas fases liquidas (1- e 2- seguidas pelas siglas da
técnica de extragao, respectivamente), em um frasco de 3 cm de didmetro interno. 1-Ref refere-se a
soma dos picos ou area total dos picos obtidas para os métodos de extragao de referéncia na literatura,
sem qualquer concentracdo de extrato. Letras minusculas distintas acima das barras indicam
diferengas significativas entre as extragdes no mesmo grafico.
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Comparando as diferentes extracbes com duas fases liquidas realizadas em
um recipiente de 3 cm de didmetro interno (resultando em uma coluna liquida de 2,15
cm, com uma superficie de contato entre as fases de 7 cm?, quando em repouso), as
extragdes por maceragao dinamica com agitagdo magnética (2-Mac) e a assistida por
ultrassom com sonda (2-UAEP) levaram a resultados estatisticamente semelhantes
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aos obtidos por Simultaneous Ultrasound-Assisted Emulsification-Extraction (2-
UAEE), com um numero médio de picos de 59,3 + 3,2, 59,0 + 9,5 e 62,0 £ 14,2,
respectivamente (Figura 2). Por outro lado, numero médio de picos muito mais baixos
foi obtido pelo dispositivo de banho ultrassénico (2-UAEB), com 34,0 + 9,5 picos
(Figura 2). Essa eficiéncia mais baixa ser justificada pelo fato de que em dispositivos
de banho ultrassoénico, a intensidade fornecida é altamente atenuada pela agua
contida no banho e pelos utensilios de vidro usados no experimento até atingir a
amostra.*> Um dispositivo de banho ultrassonico é a plataforma de extragdo mais
empregada nos protocolos de metabolémica.?'.242527 Ele é pratico, ja que um grande
numero de amostras pode ser analisado simultaneamente. Porém, isso também é
possivel com um aparelho de agitagdo magnética, como o usado neste caso, e que
se mostrou mais eficiente.

A extragao assistida por vortex (2-Vort), em tubo plastico de fundo cénico
(falcon) de 50 mL, apresentou desempenho intermediario, com numero médio de
picos de 50,0 £ 2,6 (Figura 2). Uma analise de variancia (ANOVA) com um nivel de
confianga de 95% (a = 0,05) seguido de um teste de Tukey confirmou que a técnica
2-UAEB foi a pior dentre a série de extragdes em duas fases (diferiu significativamente
dos outros métodos, exceto para 2-Vort) (Figura 2).

Quando o parametro monitorado foi a soma das areas dos picos dos
cromatogramas, as extragdes com duas fases liquidas ndo apresentaram diferencga
significativa. Assim, nesta etapa, optou-se pela simplificagdo das extragdes com duas
fases liquidas, eliminando as técnicas de extracdo redundantes de 2-UAEE, sem
perda no desempenho da extragdo. Isso também reduziu o consumo de energia,
principalmente quando o 2-Mac foi usado. 2-Mac e 2-UAEP consumiram 0,038 £ 0,001
e 0,049 + 0,001 KWh, respectivamente, inferiores a 0,058 + 0,001 KWh, consumidos
por 2-UAEE (os resultados para o consumo de energia de todas as extragbes estao
resumidos na Tabela 1). Esse parametro impactou o impacto ambiental dos métodos,

conforme sera apresentado posteriormente.
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Tabela 1 - Visdo geral das eficiéncias ambiental e extratora de procedimentos de referéncia e
alternativos.

_ . Pontuacao B
Procedimento de Numerode Consumo energético Pontuagéao
Analytical
extracao picos por experimento (kWh)' HPLC-EAT
Eco-Scale
Colombo etal.? 60.3 +15.0 0.234 + 0.023 78 82.05
Colomboetal® 33+1.2 0.003 + 0.001 79 73.64
Soxhlet 15+ 2.0 0.525 + 0.012 66 534.2
2-UAEE* 62.0 + 14.1 0.058 + 0.001 81 30.09
2-Mac® 59.3 + 3.2 0.038 + 0.001 81 30.09
2- UAEP 59.0+£ 9.5 0.049 + 0.001 81 30.09
2-UAEB?® 34.0+9.5 0.049 + 0.001 81 30.09
2-\Vort8 50.0 + 2.6 0.034 + 0.001 81 30.09

'Foi considerada a energia gasta para centrifugagdo dos procedimentos com duas fases liquidas;
23Método de referéncia com (procedimento completo) e sem concentragédo e SPE, respectivamente;
42-UAEE realizada com EtOH:H20 7:3 (v/v)/n-heptano. As pontuagdes por Analytical Eco-Scale e
HPLC-EAT foram 77 e 32.66 para a extragéo original com MeOH:H20 8:2 (v/v)/n-hexano; Métodos

capazes de extrair 3 replicatas por exeprimento; 8Método capaz de extrair 2 replicatas por exeprimento.

4.4. Comparacgao adicional de extragées de uma e duas fases liquidas
Embora uma comparacgao lado a lado entre extracées de uma e duas fases
liquidas relatadas anteriormente na literatura tenha sido realizada neste trabalho,
evidenciando a vantagem de usar a ultima abordagem, poder-se-ia argumentar que
elas foram realizadas usando diferentes técnicas e que isso poderia influenciar a
conclusao. Portanto, como prova adicional, as duas técnicas de extragcdo com melhor
desempenho exploradas até aqui (maceragao dindmica e extragao assistida por
ultrassom com sonda) também foram empregadas para preparar extratos de bagago
de cana-de-agucar com uma unica fase liquida de cada vez [EtOH-H20 7:3 (v/v) e n-
heptano, separadamente]. Para tornar essa prova ainda mais desafiadora, a amostra
de bagaco submetida a esta extragdo com apenas um solvente ndo foi pré-extraida
com o solvente parceiro e a propor¢gao amostra:solvente foi fixada em 1:10 (m/v). Ou
seja, a mesma proporgao se considerar apenas uma fase liquida individualmente nas
extragdes de duas fases. Os resultados obtidos, como a soma dos picos UHPLC-UV
e GC-MS de cada extragao injetadas diretamente nesses sistemas logo apds as

filtragcdes (com qualquer tipo de concentragdo de metabdlitos), sdo apresentados nas
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barras 1-Mac e 1-UAEP da Figura 2. Os resultados demonstram claramente que o
desempenho dos métodos de extragao com duas fases liquidas ao mesmo tempo néo
foi inferior ao obtido quando dois extratos foram preparados separadamente com um
solvente de cada vez, com a mesma técnica, independentemente se a resposta
monitorada tenha sido o numero de picos ou a area total dos picos (1-Mac versus 2-
Mac e 1-UAEP versus 2-UAEP, na Figura 2). Ou seja, eles levaram ao mesmo grau
de informagéo quimica da amostra, apesar do fato de que (i) as extragbes com duas
fases liquidas 2-Mac e 2-UAEP empregavam metade da massa total da amostra
usada quando ambas extra¢des de uma fase liquida foram realizadas individualmente
e (ii) que a proporgao final entre amostra:solvente para 2-Mac e 2-UAEP foi de 1:20
(m/v), enquanto que foi de 1:10 (m/v) para a extragdo com solventes individuais. Esses
resultados sugerem fortemente que n&o haveria razdo para escolher duas extragdes
unicas (uma focada na extragao de metabdlitos polares e semi-polares e a outra em
apolares), se as condi¢des testadas aqui fossem mantidas. Isso dobraria o tempo
gasto em extragdes, o consumo de energia e a quantidade de amostra, sem fornecer
vantagens adicionais. Este ultimo é um ponto muito sensivel quando sao realizados
estudos com uma quantidade muito limitada de amostra.?°

Além disso, as extracdes com duas fases liquidas, conforme realizadas neste
estudo, também eliminam a necessidade de um pré-tratamento da amostra (“clean
up”) antes de injeta-la em um sistema UHPLC de fase reversa. Isso geralmente é
necessario ao lidar com uma matriz complexa, pois sua extracdo diretamente com
EtOH-H20 7:3 (v/v) levaria a extragao de uma determinada quantidade de compostos
apolares (como componentes de cera, no caso do bagac¢o de cana-de-agucar, por
exemplo), além dos compostos polares e semi-polares desejados. Compostos
altamente apolares tendem a aderir irreversivelmente a coluna C18, diminuindo assim
sua eficiencia. O pré-tratamento mais empregado usualmente para eliminar
compostos interferentes e reduzir a complexidade da amostra € a extracdo em fase
sélida, mas ha pesquisadores que ainda usam extracao liquido-liquido para fazer
iss0.202* Historicamente, os primeiros protocolos de separagdo metabolémica em
duas fases liquidas foram orientados por essa necessidade. Neles, um solvente
apolar, indutor de separacao, deveria ser adicionado no final do procedimento de
extragdo para obter uma extragdo liquido-liquido.?” Depois, a fragdo lipofilica era
frequentemente descartada mesmo quando uma abordagem metabolémica ampla era

adotada. Paradoxalmente, nesse caso, era preparam outro extrato, mas focado na
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extracdo de compostos apolares usando um protocolo de preparacdo de amostras
lipofilicas.?° Embora isso ainda ocorra atualmente, nos Ultimos anos, procedimentos
populares de preparagao de amostras tentaram gerar fragdes ricas em compostos
hidrofilicos e lipofilicos para serem analisadas separadamente sob diferentes
condigbes ou plataformas de separagdo.'”20242527 Alguns inconvenientes dessas
abordagens, tanto do ponto de vista da Quimica Verde quanto em termos de eficiéncia
de extragdo para compostos apolares, foram mencionados anteriormente na secao

introdutdria deste trabalho.

4.5. Avaliacao do impacto ambiental dos processos de extragao

Os impactos ambientais dos procedimentos de extragdo devem ser medidos
empregando-se uma métrica heuristica multifatorial que seja facilmente aplicavel e
interpretada para processos analiticos.*® Assim, uma avaliagdo adequada do impacto
ambiental deve considerar, de maneira quantitativa, todos os produtos quimicos e
energia consumidos durante o processo analitico.*647 Até onde sabe-se, ndo ha uma
meétrica para quimica analitica que considera e analisa todos esses fatores
isoladamente, com suficiente poder discriminante; no entanto, ha métricas disponiveis
complementares que podem ser combinadas. Uma métrica semi-quantitativa
desenvolvida para avaliar o grau de verdura dos processos quimicos analiticos
(Analytical-Eco Scale)®® foi aplicada em conjunto com uma métrica quantitativa
projetada para avaliar a verdura de métodos de cromatografia liquida, chamada
HPLC-Environmental Assessment Tool.” Os resultados estdo resumidos na Tabela
1. Esta tabela também mostra o consumo de energia e o numero total de picos obtido
para as extracbes, de forma a fornecer uma visdo mais ampla dos processos em
comparagao.

De acordo com a Analytical Eco-Scale, que €& baseada em pontos de
penalidade subtraidos de 100 (um método verde ideal),*® qualquer uma das extragdes
de duas fases liquidas alternativas com EtOH:H-O 7:3 (v/v) e n-heptano deve ser
preferida em relagdo aos métodos de referéncia (Tabela 1). Isso ocorreu devido a
maior quantidade de solventes nocivos (MeOH e/ou n-hexano) e ao maior consumo
de energia dos métodos de referéncia quando comparados as extragdes alternativas
com duas fases liquidas (Tabela 1). A extragdo baseada em Soxhlet exigiu 200 mL de
n-hexano (um solvente com quatro pictogramas de risco GHS e considerado perigoso)
e 0,525 + 0,012 kWh por extragédo, obtendo uma pontuagéo final de 66 (o pior da série,
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uma vez que quanto maior a pontuagéo ou mais préxima de 100, melhor a métrica).
Este foi seguido pelo método descrito por Serradilla et al. (2-UAEE), com uma
pontuacgao final de 77. Esse método exigiu 7,5 mL de MeOH e n-hexano (solventes
com trés e quatro pictogramas e sinalizados como perigosos) e 0,058 £ 0,001 kWh
por amostra. O terceiro procedimento de menor pontuagéo (78) foi o descrito por
Colombo et al., que demandou 39 mL de MeOH e 0,234 + 0,023 kWh em todo o
processo analitico. As extracdes de duas fases liquidas alternativas com EtOH: H.O
7:3 (viv) e n-heptano (EtOH e n-heptano contam dois e quatro pictogramas,
respectivamente, ambos declarados como perigosos) foram consideradas as mais
verdes, com uma pontuacéao final de 81. No entanto, de acordo com a classificagao
da escala proposta pelos autores, com excegéo a extracdo que empregou 200 mL de
n-hexano em um aparelho Soxhlet, por 4 h, todas as outras extracdes poderiam ser
consideradas excelentes analises verdes (> 75). Este € um exemplo da capacidade
dessa meétrica em discernir entre processos analiticos que apresentam altas
diferengas nos consumos de solvente e energia, bem como sua limitagdo no auxilio
para o ajuste fino dos procedimentos analiticos, visando um menor impacto ambiental.
Por exemplo, ndo foi possivel discernir entre 2-UAEE e 2-Mac, embora o primeiro exija
um agitador magnético junto com um ultrassom de sonda, e apenas uma amostra
possa ser extraida por vez, enquanto o ultimo emprega apenas um agitador magnético
e trés amostras foram preparadas concomitantemente. Isso significa que o 2-UAEE
demandou 4,8 vezes mais energia que o 2-Mac, levando ao mesmo grau de
informacao quimica (Tabela 1). Isso ocorreu porque a Analytical Eco-Scale atribui
pontos de penalidade por faixa de consumo de solvente e energia.*® Devido a essa
limitagao, 2-UAEE, 2-Mac, 2-UAEP, 2-UAEB, 2-Vort, 1-Mac e 1 -UAEP nao obtiveram
pontos de penalidade para o parametro de energia (< 0,1 kWh). Essa métrica também
nao conseguiu discernir entre a utilizagdo de hexano e n-heptano na pontuacéo final,
uma vez que ambas receberam quatro pictogramas e sao consideradas perigosas. No
entanto, o ultimo é preferido em relacdo ao primeiro, do ponto de vista da Quimica
Verde, devido aos seus menores impactos potenciais a saude e a seguranga do
analista.?®

Desta maneira, foi aplicada a métrica complementar HPLC-EAT (Equagao 1),
ja empregada anteriormente neste trabalho, uma vez que também inclui o impacto na
preparacdo da amostra antes das analises por HPLC. Essa métrica quantitativa
fornece informagdes sobre seguranga, saude e meio ambiente (SHE) de produtos
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quimicos, bem como considera suas quantidades em massa, conforme mostrado na
Equacéo 1. Diferentemente da Analytical-Eco Scale, quanto menor a pontuagao final
calculada por HPLC-EAT, mais verde € o método. Neste caso, as pontuagdes finais
do HPLC-EAT foram calculadas com as pontuagbes SHE padrdo fornecidas por
Hungerbdihler e colaboradores,® e com as do CHEM-21.26 Como a ordem do grau de
verdura foi exatamente a mesma para ambas, apenas as primeiras pontuagdes foram
apresentadas na Tabela 1. A HPLC-EAT corroborou a métrica aplicada anteriormente,
indicando (i) que qualquer uma das extragbes de duas fases liquidas alternativas com
EtOH:HO 7:3 (v/v) e n-heptano deve ser preferida em relagdo aos métodos de
referéncia, que empregaram MeOH e/ou n-hexano e (ii) que a extragao que utilizou
aparato Soxhlet e n-hexano foi a pior da série. Ela foi capaz de diferenciar 2-UAEE
com MeOH:H20 8:2 (v/v) e n-hexano, como proposto originalmente por Serradilla et
al., de 2-UAEE com EtOH:H>O 7:3 (v/v) e n-heptano, mais verdes (32,66 e 30,09,
respectivamente). Ambas fases liquidas foram responsaveis por essa discriminagao,
uma vez que todos os quatro solventes organicos receberam diferentes pontuagdes
SHE. No entanto, todas as extra¢des de duas fases liquidas com EtOH:H20 7:3 (v/v)
e n-heptano alcangaram uma pontuagao final de 30,09 (Tabela 1). Isso ocorre porque
HPLC-EAT nao considera o consumo de energia de um processo, enquanto Analytical
Eco-Scale considera, mas com a limitagao discutida anteriormente.

Apesar disto, as pontuagdes HPLC-EAT podem ser analisadas juntamente
com o consumo de energia por amostra (Tabela 1), de forma a obter uma visao mais
ampla do impacto ambiental dos processos. Assim, 2-Mac e 2-UAEB aparecem como
as extragbes mais verdes, pois estdo no grupo com menor impacto ambiental
(pontuagédo HPLC-EAT de 30,09, Tabela 1), exigindo apenas 0,013 e 0,016 kWh por
amostra, respectivamente. Por outro lado, as extragcdes que requerem uma sonda de
ultrassom (2-UAEE e 2-UAEP) s6 podem executar uma amostra de cada vez, exigindo

mais energia por amostra (62 e 59 kWh, respectivamente) (Tabela 1).

4.6. A influéncia da geometria do recipiente de extragao

Ao longo do trabalho, mostrou-se interessante verificar se a geometria do
frasco de extracao influencia ou n&o a eficiéncia da extragado quando é realizada uma
extragdo com duas fases liquidas. Isso porque com a mesma quantidade de bagaco
(750 mg) e solventes imisciveis (7,5 mL da solugdo hidroetandlica e 7,5 mL de n-

heptano), quando recipientes com 2,0 ou 3,0 cm de d.i. foram utilizadas, foi observada
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uma diferenga na superficie de contato inicial entre as fases liquidas, bem como na
altura das colunas da fase liquida da ordem de 2,25 vezes (as areas de superficie
entre as fases liquidas foram de 3,14 e 7,07 cm?, enquanto as alturas das colunas
liquidas foram de 4,84 e 2,15 cm para os frascos com 2,0 e 3,0 cm de d.i,
respectivamente). A hipétese era que isso também influenciaria o grau de contato
entre as fases liquidas e a matriz solida apds o inicio da extragcédo. Assim, dois frascos
de didmetros internos intermediarios foram incluidos na analise. Os resultados obtidos

s&o apresentados na Figura 3.

Figura 3 - Efeito do didametro interno (d.i.) do recipiente de extragéo na eficiéncia de 2-UAEP, a 20 kHz,
125 W (esquerda) e 2-Mac a 30 °C, 1400 rpm. Letras minusculas distintas acima das barras indicam
diferencgas significativas entre as extragdes em frascos com diferentes d.i. As analises estatisticas foram
realizadas considerando todos os resultados para a mesma resposta monitorada.
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Para 2-Mac, foi observado um aumento no numero de picos com o aumento
no d.i. do frasco até 3,0 cm (34,3 +1,5,66,3 £ 5,8, 72,7 £ 3,5 e 72,0 £ 9,5 picos para
2,0, 2,5, 3,0 e 3,8 cm, respectivamente). A partir de 3,0 cm, um aumento no diametro
interno do recipiente ndo mais influenciou positivamente a eficiéncia da extracao
(Figura 3). Considerando o numero de picos total obtido para cada extragcdo, uma
analise ANOVA com nivel de confianga de 95% seguida por um teste de Tukey
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mostrou que apenas o recipiente de 2 cm d.i. poderia ser considerado diferente, sendo
o pior da série. Para a area total dos picos como resposta, no entanto, apenas os
frascos com 3,0 e 3,8 cm d.i. ndo diferiram estatisticamente entre si, levando as
melhores respostas (Figura 3). Como consequéncia, o recipiente escolhido como ideal
para extragdes 2-Mac foi de 3,0 cm d.i., uma vez que obteve quantitativamente o maior
numero de picos e area total dos picos, enquanto obtendo o menor desvio padrao
(Figura 3).

O efeito oposto foi observado para o 2-UAEP. A partir do frasco de 2,5 cm d.i.,
0 numero médio de picos diminuiu com o aumento do didmetro do frasco (89,0 £ 3,0,
92,7 £ 1,5 88,0 £ 79 e 74,0 £ 3,5 para os vials de 2,0, 2,5, 3,0 e 3,8 cm,
respectivamente). Nao importou se a resposta monitorada foi o nimero de picos ou a
area total dos picos, ANOVA com nivel de confianga de 95%, seguida pelo teste de
Tukey, evidenciou que apenas o recipiente de 3,8 cm d.i. pode ser considerado
estatisticamente diferente, com o pior resultado (Figura 3). O recipiente com 2,5 cm
de diametro interno foi escolhido para a extragado seguinte utilizando 2-UAEP, pois
obteve o maior numero de picos com o menor desvio padrao. Como observado
visualmente, o frasco de 2,5 cm d.i. permitiu uma melhor circulacdo das fases,
promovendo uma mistura completa entre as fases do sistema (liquidas e sdlida). Além
disso, perdas de vazamento, que ocorreram principalmente nos vials de 3,0 e 3,8 cm,
foram menos observadas.

Comparando-se os melhores resultados obtidos para ambas as técnicas, 2-
UAEP em um frasco de 2,5 cm d.i. levou a um numero maior de picos e area total dos
picos do que o observado para 2-Mac com recipiente de 3,0 cm (Figura 3). A
superioridade do primeiro foi confirmada por ANOVA seguida pelo teste de Tukey
(Figura 3). No entanto, os dois tipos de extragao foram selecionados para a aplicagéo
em uma analise metaboldmica ampla, por trés razdes principais: (i) um aparelho de
ultrassom com sonda nem sempre esta disponivel em laboratérios, enquanto
agitadores magnéticos sdo mais acessiveis, pois sdo mais baratos e versateis; (i)
multiplas amostras podem ser extraidas de uma s6 vez em um agitador magnético, o
que acelera a investigagdo enquanto reduz a quantidade de energia gasta por
amostra, conforme demonstrado; e (iii) em metabolémica, a maceragao dinamica pode
ser usada ao menos como extracao controle, uma vez que € uma técnica mais amena

do que a extragdo assistida por ultrassom, mais energética, que pode induzir a
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formacao de artefatos.3' Assim, extragdes com ambas as técnicas foram processadas

e seus perfis cromatograficos comparados.

4.7. Identificagcdo de produtos naturais nos trés principais residuos sélidos de
cana-de-agucar

Uma vez definidas as melhores configuragbes experimentais para extragao
de metabdlitos em bagacgo de cana-de-agucar, foi realizado um novo conjunto de
extragdes, incluindo os outros dois subprodutos solidos mais abundantes da industria
da cana (palha e torta de filtro), aplicando esses procedimentos. Os cromatogramas
representativos para cada residuo solido extraido por 2-UAEP (com recipiente de 2,5
cm d.i.) e 2-Mac (com recipiente de 3,0 cm d.i.) com EtOH-H2O 7:3 (v/v) e n-heptano
juntos sdo mostrados na Figura 4. A etapa seguinte consistiu em analisar suas
abrangéncias em gerar dados espectrais ricos em informag¢des para uma grande

variedade de produtos naturais.
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Figura 4 - Cromatogramas das fragdes polares e apolares obtidos por UHPLC-UV a 350 nm (a
esquerda) e GC-MS (a direita), respectivamente, por dois diferentes métodos de extragédo: 2-UAEP,
utilizando um recipiente de 2,5 cm d.i. e 2-Mac, usando um recipiente de 3,0 cm d.i., para trés residuos

da industria sucroalcooleira: bagago, palha e torta de filtro.
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Considerando a soma dos extratos hidroetandlico e n-heptananico, o numero
total de compostos tentativamente identificados em bagago de cana, excluindo
aqueles em que apenas sugeriu-se uma férmula molecular validada ou uma classe de
composto, foram 92 e 77 para 2-UAEP e 2-Mac, respectivamente. Para a palha, o
numero total de picos tentativamente identificados foi 111 e 87, enquanto foram 106
e 95 para a torta de filtro, com 2-UAEP e 2-Mac, respectivamente. A Figura 5 fornece
uma viséo geral dos compostos identificados pelas principais classes. As Tabelas 2 e
3, fornecem a lista de compostos identificados, por tipo de extragédo, por matriz solida.
Até onde se buscou, esse € o mais amplo perfil metabdlico apresentado para
subprodutos da cana-de-agucar em um Uunico trabalho. Outros trabalhos
concentraram-se em polaridades especificas (targeted), sejam compostos polares a
semi-polares ou apolares, quando as extragdes foram realizadas com uma uUnica fase
liquida. Além disso, o melhor resultado alcancado pela Ulfrasound-Assisted
Emuilsification-Extraction (2-UAEE), como proposto por Luque de Castro e
colaboradores, foi para casca de laranja em uma abordagem ampla, n&o direcionada
(untargeted).*® Foram tentativamente identificados 22 compostos por HPLC-MS/MS e
outros 18 tiveram suas familias quimicas sugeridas. Esses resultados serviram como
parametros que evidenciaram o sucesso das extracbes 2-UAEP e 2-Mac aqui
apresentadas. Em outras palavras, as duas estratégias desenvolvidas alcangaram
excelente faixa dinamica de polaridade, levando a extracado e identificagcdo desde a
sacarose, altamente polar, até ao n-hexatriacontanal, altamente apolar, ou mesmo um

éster de cera de cadeia longa (C53).

Figura 5 - Numero de compostos identificados por classe em trés subprodutos de cana-de-agucar
(bagaco, palha e torta de filtro) por 2-UAEP (a) e 2-Mac (b).

) )
a 2-UAEP b 2-Mac
Esteres iﬂ—zo Esteres 2“18
Acidos graxos -67 8 Acidos graxos ﬂg
Flavonéides _17_38 Flavonoides _14_26 30
Hidrocarbonetos insaturados ﬂ 5 Hidrocarbonetos insaturados -1%
Alcoois de cadeia longa &gn Alcoois de cadeia longa ﬁhlz
Aldeidos de cadeia longa _14%; Aldeidos de cadeia longa _12&17
Acidos fendlicos [ iy 7 Acidos fendlicos | kamms ’
Hidrocarbonetos saturados _1%213 Hidrocarbonetos saturados _3%8
Esterdis —78 10 Esterdis —ig
Bagaco Terpenos |% Terpenos = 1 3
% Palha Outros *; 10 Outros -r7

B Torta 0 5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35
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4.8. Identificagdo de compostos por UHPLC-PAD/UV-ESI-TOF-MS

As fragdes hidroetandlicas obtidas por 2-UAEP e 2-Mac para bagaco, palha e
torta de filtro foram analisadas por UHPLC-PAD/UV-ESI-TOF-MS e metabdlitos foram
anotados de acordo com Funari et al. e Wolfender et al.?234

O procedimento completo para um composto selecionado sera descrito a
seguir. Inicialmente, foi obtida uma razdo m/z de 577,1556 durante uma analise por
HPLC-PAD/UV-HRMS da fragdo hidroetandlica (2-UAEP) do bagago, em modo
negativo. Este m/z foi utilizado para gerar uma lista de férmulas moleculares
compativeis, com uma tolerancia de até 5,0 ppm (1° filtro). O software do instrumento
gerou uma lista de 18 férmulas moleculares, incluindo C, H, O e N. Em seguida, cada
férmula da lista foi introduzida no SciFinder. A férmula molecular C27H30014 gerou uma
lista de 317 compostos com essa formula molecular (2° filtro). A lista de referéncias
relacionadas a estes compostos foi refinada com a palavra-chave “sugarcane” ou
“Saccharum”, reduzindo a lista de possiveis candidatos a apigenina-6-C-glucosil-
rhamnosideo, apigenina-8-C-glucosil-rhamnosideo, vitexins-7-O-rhamnosideo e
luteolina-8-C-ramnosil-7-O-ramnosideo (3° filtro). Em seguida, os espectros UV e MS
esperados/tedricos para estes candidatos restantes foram testados quanto a sua
compatibilidade com os espectros UV e MS obtidos experimentalmente durante as
analises de HPLC-PAD/UV-HRMS (Figura 6). Para este caso especifico, um UVmax de
270 nm e 327 nm obtido provou ser compativel com uma flavona, enquanto o espectro
MS era tipico de flavonas C-glicosiladas com uma ramnose adicional ligada a hexose,
levando a uma perda inicial de 146 u.m. e perda posterior de 18 u.m. (H20),
caracteristica de 6-C-heterosideo com 2 hidroxilas vizinhas (5-OH e 7-OH), com perda
de 90 (°3X) e 120 (*2X) de clivagens de anel cruzado em uma hexose (4° e 5° filtros)
(Figura S2).#8 Assim, o composto com tempo de retengédo 17,09 min foi identificado
como apigenina-6-C-glucosil-rhamnosideo. O mesmo procedimento foi aplicado para
identificar outros compostos nos trés subprodutos da cana-de-agucar sob
investigacéo, e os resultados estdo resumidos na Tabela 2.

Um total de 38, 33 e 23 compostos (2-UAEP) e 38, 30 e 20 (2-Mac) foram
identificados nas fragdes hidroetandlicas de bagacgo, palha e torta de filtro,
respectivamente, enquanto outros 16, 19 e 15 (2-UAEP) e 18, 11 e 15 (2-Mac) tiveram
suas formulas moleculares sugeridas (Tabela 2).
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Figura 6 - Espectros online de massas de alta resolugéo e ultravioleta (A e B, respectivamente) do
obtido na fragdo EtOH:H20 7:3 (v/v) de extrato de bagago.
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4.9. Identificagcao de compostos por GC-MS

As fracdes de n-heptano obtidas por 2-UAEP e 2-Mac para bagaco, palha e
torta de filtro foram analisadas por GC-MS, e identificagbes tentativas foram feitas
comparando-se padrdes de fragmentagao e indices de retenc&o das bibliotecas NIST
e WILEY com espectros obtidos experimentalmente. O procedimento completo para
um composto selecionado (1-octacosanol) sera discutido a seguir. Resumidamente,
foi observado um pico em 17.687 min na fracdo n-heptanica de torta de filtro de cana-
de-agucar. As bibliotecas NIST e WILEY sugeriram 25 candidatos com mais de 94%
de similaridade espectral. Em seguida, os indices de retencédo teodricos destes
candidatos foram comparados com o calculado experimentalmente, que foi 3114 (com
base em uma série homoéloga de hidrocarbonetos Cx-Cy). Esse filtro reduziu o numero
de candidatos para um (1-octacosanol). Quando se inseriu 0 numero CAS (557-61-9)
no campo “substance identifier” do banco de dados SciFinder, a lista de referéncias
resultante foi refinada usando o topico “sugarcane”, e foram encontrados 16 trabalhos
de pesquisa que relataram esse composto em cana-de-agucar. e/ou derivados. O
mesmo procedimento foi aplicado para identificar outros compostos nos trés
subprodutos da cana-de-agucar em investigagao. Os resultados estdo sumarizados
na Tabela 3.

Como ja observado anteriormente, os extratos n-heptanicos de torta de filtro
exibiram o maior numero e picos e os mais intensos. Isto foi traduzido em 83
compostos identificados para 2-UAEP (Tabela 3). Octacosanal e 1-octacosanol
apresentaram os picos mais intensos do cromatograma (tempos de retengédo de
17,161 e 17,687 min, respectivamente, Figura 4). O perfil obtido para a torta de filtro
foi semelhante ao relatado na literatura, que indica a presenca de hidrocarbonetos,
alcoois, ésteres, acidos graxos e esterdis, como p-sitosterol, estigmasterol e
campesterol.”’-7°

A palha foi o segundo subproduto em numero de metabdlitos identificados,
com um total de 78 compostos (Tabela 3). Para esse extrato, 1-octacosanol e 1-
dotriacontanol, dois policosandis, apresentaram o0s picos mais intensos do
cromatograma (tempos de retengao 17,657 e 20,816 min, respectivamente, Figura 4).
Finalmente, 54 compostos foram identificados no bagacgo. Os picos mais intensos
foram aqueles atribuidos ao octacosanal e ao 1-octacosanol (tempos de retengéo de
17,130 e 17,640 min, respectivamente, Figura 4).
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Um total de 47 compostos foram tentativamente identificados com base no
indice de Retencdo e nas bibliotecas acima mencionadas. No entanto, eles no
estavam relacionados a pesquisa sugarcane/Saccharum no SciFinder.

Os resultados obtidos no presente trabalho corroboram os de Attard et al.®,
que publicaram uma investigagao quimica abrangente sobre compostos lipofilicos em
ceras de cana-de-agucar. Eles relataram que (i) a palha tem um conteudo lipofilico
maior que o bagaco; (ii) as principais classes de compostos identificados na palha e
no bagago foram semelhantes; (iii) a palha é uma fonte de ésteres; (iv) aldeidos de
cadeia longa sao os principais compostos lipofilicos do bagago, sendo 1-octacosanol
e 1-octacosanal os metabdlitos mais abundantes.' Além disso, os esterdis também
foram destacados nesse residuo. No entanto, os trabalhos diferem em outros pontos.
Por exemplo, os compostos mais frequentes relatados por esses autores em palha
foram terpenos, enquanto aldeidos de cadeia longa n&o estavam abundantemente
presentes nesse subproduto.' Exatamente o oposto foi observado no presente
trabalho: aldeidos de cadeia longa foram os mais frequentes e terpenos foram muito
menos frequentes em palha de cana-de-agucar. Enquanto Attard et al. descobriram
que os ésteres de cera eram mais abundantes no bagacgo do que na palha, o contrario
foi observado neste trabalho (Tabela 3). Essas diferengas podem ser devidas a
localizagéo geografica, estagdo de colheita e diferengas genéticas entre as amostras.
Além disso, enquanto a amostra de palha desta pesquisa foi coletada diretamente do
solo entre 1 e 7 dias apos a colheita, e as amostras de bagago foram coletadas em
usinas diretamente apds o processamento industrial da cana-de-agucar, Attard et al.
subdividiu e processou plantas de cana de agucar por um ano em ambiente de

laboratorio antes de analisa-las.'®
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4.10. Aplicagoes potenciais para compostos selecionados de subprodutos

Esta secdo destaca algumas aplicagdes potenciais de alguns produtos
naturais identificados neste trabalho nos trés principais subprodutos soélidos
sucroenergéticos, mas ndo € uma revisdo exaustiva da literatura. A Figura 7 ilustra
alguns destes compostos. Por exemplo, muitas flavonas C-glicosiladas
biologicamente ativas foram identificadas nos extratos hidroetandlicos dos
subprodutos investigados, especialmente em bagaco e palha (Tabela 2). A orientina,
por exemplo, exibe efeitos antibacterianos, antidepressivos, anti-inflamatorios,
antivirais, vasodilatadores, cardioprotetores, neuroprotetores, anti-adipogénicos e
antinociceptivos.’” A apigenina-8-C-glucosil-arabinosideo, encontrada nos trés
subprodutos sob investigagao, pode ser hidrolisada para vitexina, um metabdlito que
recentemente recebeu maior atengdo devido a sua ampla gama de efeitos
farmacoldgicos ligados especialmente aos sistemas nervoso e cardiovascular
central.'® De fato, muitos estudos relataram seus efeitos anti-inflamatérios,'?’
antidiabéticos,’?® anti-Alzheimer,'?812° anticancer,'3® e anti-hipertensivos, entre
outros. 3

Compostos de grande interesse industrial também foram identificados nas
fragdes n-heptanicas dos trés subprodutos investigados, especialmente em torta de
filtro. E possivel citar o 4cido hexadecandico, 1-octacosanol, octacosanal, triacontanal
e dotricontanal (Tabela 3). O acido hexadecandico (também conhecido como acido
palmitico) € crucial em varias atividades fisiologicas, sendo o acido graxo saturado
mais comum encontrado no corpo humano. Pode ser fornecido a partir da dieta ou
sintetizado endogenamente a partir de outros acidos graxos, carboidratos e
aminoacidos.'®? Além disso, apresenta propriedades anti-inflamatérias, 33 provou ser
eficiente no combate a desnutricdo infantil’** e pode ser adicionada a uma matriz
gelatinosa para uso como esqueleto de cartilagem e tecido 6sseo, investigado na area
de bioengenharia.'®® Na engenharia, foi testado como anticorrosivo do ago'® e
utilizado na sintese de surfactantes para aplicagdes petroliferas,'3” entre outros.

Estudos indicam que o 1-octacosanol desempenha um papel positivo em
muitas fungdes fisioldgicas, incluindo resisténcia a fadiga,'®® fungéo cardiovascular
reguladora,’®® atividade antitumoral,'® auxiliar na redugdo de agucar e lipidios no
sangue,’! efeitos anti-inflamatorios,'#? atividade anti-estresse e indutor de sono.'*?
Comprovadamente seguro, este composto pode ser ingerido em formulagdes de

medicamentos ou alimentos. 42
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Os aldeidos de cadeia longa octacosanal, triacontanal e dotricontanal
figuraram entre os compostos com maiores areas relativas dos cromatogramas GC-
MS para todas as matrizes estudadas. Foi demonstrado que o primeiro ajuda a
prevenir e tratar a osteoporose e pode ser administrado com segurancga e eficacia em
alimentos e bebidas.'** Foi relatado que o triacontanal estimula o crescimento em
diferentes plantas, promovendo o aumento do peso seco, area foliar e niveis de
agucares redutores, aminoacidos e proteinas solliveis.'45146

As misturas de compostos encontradas nesses subprodutos também podem
agregar valor a esses subprodutos. Isso significa que muitas operagdes unitarias
envolvidas no isolamento de compostos podem n&o ser obrigatorias para obter um
produto bioativo. Por exemplo, alcoois graxos de cadeia longa (C16-C34) além de 1-
octocosanol foram identificados nos trés subprodutos investigados, levando a picos
mais intensos no extrato de torta de filtro (Figura 4). Os chamados n-policosanois
melhoram o estado de humor, o que também parece influenciar a eficacia do
processamento central, melhorando a reatividade e reduzindo o tempo de reagdo em
testes de atencio.'’ Eles também sdo usados em nutracéuticos'® e cosméticos.'*®
Uma mistura de acidos graxos de cadeia longa (D-003) também demonstraram efeito
redutor de colesterol em humanos.'®® Portanto, a mistura de acidos graxos encontrada
em extratos n-heptanicos de bagaco, palha e torta de filtro (Tabela 3) também
poderiam ter aplicagao na area da saude.

Figura 7 - Estrutura de metabolitos identificados nos residuos soélidos de cana-de-agucar com
potenciais diversos de aplicacao.

Orientina Isoorientina
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Apigenina-8-C-glucosil- Octacosanal
arabinosideo

HO

Acido hexadecanodico

\/\/\/\/\/\/\/\WOH

)

1-Octacosanol

OH

5. CONCLUSAO

Duas configuragdes experimentais otimizadas denominadas Two-Liquid-
Phase Ultrasound-Assisted Extraction with Probe (2-UAEP) e Two-Liquid-Phase
Dynamic Maceration (2-Mac) foram desenvolvidas com éxito com a finalidade de criar
perfis de metabdlitos de subprodutos sucroenergéticos coletados diretamente em
usinas sucroalcooleiras. Uma vez que as condigbes experimentais foram
estabelecidas, elas se mostraram mais verdes, mais simples e mais rapidas que os
meétodos de referéncia, apresentando desempenho de extragao igual ou superior as
extragdes de referéncia em uma unica fase. Foram eliminadas as etapas tradicionais
de preparo da amostra, que consomem tempo, energia e solvente (evaporagdes de
solvente, concentracado de metabdlitos, ressuspensdes em solventes compativeis com
analises cromatograficas e derivatizagdo). MeOH e n-hexano, conhecidamente
perigosos e com impacto na saude, foram substituidos por n-heptano e EtOH,
solventes mais verdes, mas ainda de baixo custo e mais faceis de manusear, além de
compativeis com as analises de UHPLC-PAD/UV-HRMS e GC-MS.
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As eficiéncias ambientais das abordagens propostas foram confirmadas por
meétricas complementares. Isso era esperado, uma vez que seus desenvolvimentos
foram orientados para abranger o maior numero possivel dos 12 Principios de
Quimica Analitica Verde (GAC). Como resultado final, elas cumpriram os principios 1,
4,5,6,7,8,9, 11 e 12, ja que a maioria das etapas de preparacdo de amostras
integrou duas extragées de uma fase liquida em uma unica extragdo igualmente
eficiente; uma configuragdo automatizada e miniaturizada foi utilizada; foram evitadas
a geragao de grande quantidade de residuos analiticos e a derivatizagdo antes da
analise por GC-MS; métodos multi-analitos foram empregados; o consumo de energia
foi minimizado; reagentes toxicos foram substituidos; e a seguranga do operador foi
aumentada. Embora 2-UAEP tenha levado a identificacdo de 12 a 28% mais
compostos, 2-Mac mostrou algumas vantagens ambientais, como (i) menor consumo
de energia por amostra tratada, (ii) a possibilidade de fechar o frasco de extragao,
limitando a liberagao de solventes para a atmosfera, (iii) pode ser facilmente reduzida
(principio 2 do GAC); e (iv) gera menor poluicdo sonora que os dispositivos de
ultrassom e € menos energética, aumentando assim a seguranga do operador (além
de evitar a potencial formacado de artefatos, um parametro critico para produtos
naturais instaveis).

As eficiéncias praticas de 2-UAEP e 2-Mac, conforme usadas neste trabalho,
foram demonstradas pela extracdo e posterior identificagdo de uma ampla faixa
dinamica de compostos a partir de dados espectrais ricos em informag¢des gerados
por plataformas analiticas consagradas. Isso permitiu a identificacdo experimental de
77 a 111 metabdlitos, desde a sacarose altamente polar ao éster de cadeia longa de
cera (C53), altamente apolar, em uma unica extragéo (outros 27 compostos tiveram
suas formulas moleculares validadas, mas nao foram identificados). Foram
encontrados compostos bioativos nos extratos hidroetandlicos, como as flavonas C-
glicosiladas orientina (identificada no bagaco) e isoorientina (identificadas no bagago
e na palha), enquanto a vitexina e a isovitexina podem ser produzidas por seus
derivados, apigenina-8-C-glucosil-arabinosideo e apigenina-6-C-glucosil-
arabinosideo, ambos encontrados nas trés matrizes. Por outro lado, os compostos
bioativos acido hexadecandico, 1-octacosanol, octacosanal, triacontanal, e
dotricontanal foram encontrados em extratos de n-heptano desses subprodutos,
principalmente em torta de filtro.
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Essas abordagens poderiam com sucesso ser aplicadas para obter um perfil
metabalico de outros subprodutos agricolas, em um programa de triagem maior, bem
como outras matrizes naturais complexas. Buscando-se um equilibrio entre extracao
e desempenho ambiental, produtividade laboratorial e custo de equipamentos,
selecionou-se 2-Mac para investigar outros produtos e subprodutos agricolas de
outras cadeias produtivas. Isso porque a extragao 2-Mac com recipiente de 3,0 cm d.i.
foi reduzido para recipiente de 1,3 mm d.i. com tampa (mantendo a proporcao da
superficie de contato inicial entre as duas fases liquidas/altura da coluna liquida - ja
que esse fator se mostrou importante neste trabalho), levando a possibilidade de
extrair ainda mais amostras simultaneamente. Por outro lado, 2-UAEP pode ser
preferido em trabalhos direcionados, nos quais o objetivo é realizar uma extragéao
quantitativa de compostos estaveis selecionados, ja que esta abordagem leva a areas
de pico maiores que o 2-Mac.

Finalmente, este trabalho refor¢gou que dezenas de compostos bioativos estao
sendo queimados atualmente na cadeia produtiva da cana-de-acucar. Esses
compostos podem ser extraidos desses subprodutos antes de serem direcionados
para um destino de baixo valor agregado, em um conceito claro de biorrefinaria. As
extracbes a base de hidroetanol, um solvente verde produzido por processos de
fermentacdo a partir de cana-de-agucar em tal usina, poderiam ser eficientemente
usadas para extrair compostos bioativos selecionados. Em uma colaboracédo entre
quimicos e engenheiros de processo, as extragcdes 2-UAEP e 2-Mac podem ser
otimizadas para os metabdlitos-alvo e, em seguida, escalonadas para escala piloto ou
industrial. Essas abordagens, assim como em escala analitica, serviriam nao apenas
como extracdes solido-liquido, mas também como uma primeira etapa de purificagao,
particionando compostos em dois liquidos imisciveis. Atualmente existem grandes
extratores para os dois tipos de extracdo, que permitiiam o escalonamento da

obtencao destes compostos bioativos.
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