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RESUMO

Diversos métodos ja foram desenvolvidos para a identificagdo de compostos
fendlicos em vinhos, contudo, tais métodos utilizam solventes tdxicos que podem
prejudicar desde o meio ambiente até a saude do analista. Diante disso, este trabalho
descreve o desenvolvimento racional e eficiente de um método por cromatografia liquida
de alta eficiéncia capaz de identificar os principais constituintes quimicos em amostras
dos vinhos brasileiros merlot e cabernet suavignon, abordando os principios da Quimica
Analitica Verde. Para o desenvolvimento do método foi utilizado como solvente organico
da fase médvel o etanol, solvente biodegradavel e sustentavel. Como etapa inicial foi
utilizado um planejamento fatorial fracionario de dois niveis com 7 fatores (2\'?), do qual
foi possivel observar que a temperatura e a porcentagem inicial de etanol foram os
parametros cromatograficos que mais influenciaram na separacdo dos compostos
fendlicos. Apds a identificacdo dos fatores mais influentes, os mesmos foram submetidos
a um planejamento Doehlert para a obtengdo da melhor condi¢do cromatografica. O
método cromatografico desenvolvido foi eficiente na separagdo dos principais
constituintes dos vinhos, possibilitando a identificagdo de: acido galico, acido cafeico,
acido siringico, acido p-cumarico, resveratrol, kaempferol, catequina e epicatequina. O
método também apresentou precisao na faixa de 0,19 a 0,95%, considerada adequada
segundo os critérios estabelecidos pela ANVISA. Além disso, foi determinado a impacto
ambiental utilizando a métrica HPLC-EAT da qual foi possivel obter uma pontuacédo de
20,114, classificando o método como verde quando comparado com os da literatura, os
quais obtiveram pontuagdes que variaram de 28,545 a 125,610. O método desenvolvido

contemplou 8 principios dos 12 da Quimica Analitica Verde.

Palavras-chave: Vinhos, cromatografia verde, planejamentos fatoriais, quimica analitica

verde, fingerprint.



ABSTRACT

Several methods have already been developed for the identification of phenolic
compounds in wines. However, such methods employ toxic solvents that can harm from
the environment to the health of the analyst. At that, this work describes the rational and
efficient development of a High Performance Liquid Chromatography method capable of
identify the main chemical constituents in samples of brazilian wines merlot and cabernet
sauvignon, approaching the principles of Green Analytical Chemistry. To the development
of the method, ethanol was used as the organic solvent for the mobile phase, a

biodegradable and sustainable solvent. A fractional factorial design with 2 levels and 7

factors (2V7'2) was used as the initial step, from which it was possible to observe that the

temperature and the initial percentage of ethanol were the chromatographic parameters
that most influenced in the separation of the phenolic compounds. Once the most
important factors were identified, they were submitted to Doehlert design to obtain the best
chromatographic condition. The chromatographic method developed was efficient in
separating the main constituents of the wines, allowing the identification of: gallic acid,
caffeic acid, syringic acid, p-coumaric acid, resveratrol, kaempferol, catechin and
epicatechin. The method also presented precision in the range of 0.19 to 0.95%,
considered adequate according to the criteria established by ANVISA. In addition, the
environmental impact was determined using the HPLC-EAT metric from which it was
possible to obtain a score of 20.114, classifying the method as green when compared to
the literature, which obtained scores that ranged from 28.545 to 125.610. The method

developed contemplated 8 principles of the 12 of the Green Analytical Chemistry.

Keywords: Wines, green chromatography, factorial design, green analytical chemistry,

fingerprint.



ACN
AcOEt
BB
CCD
CLAE
DAD
DoE
DPR
EAT
EFS
ELL
EtOH
GAC
GL
Hac
MeOH
MQ
SQ

r

uv

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

Comprimento de onda

Acetonitrila

Acetato de etila

Planejamento Box-Behnken

Planejamento Composto Central (Central Composite Design)
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Detector de arranjo de fotodiodos (Diode array detector)
Planejamento Doehlert

Desvio Padrao Relativo

Environmental Assessment Tool (Ferramenta de Avaliagdo Ambiental)
Extracdo em fase solida

Extragdo liquido-liquido

Etanol

Quimica Analitica Verde (Green Analytical Chemistry)

Graus de Liberdade

Acido acético

Metanol

Média Quadratica

Soma Quadratica

Tempo de retengao

Ultravioleta



Equacao 1.
Equacao 2.
Equacao 3.
Equacao 4.
Equacao 5.
Equacao 6.
Equacao 7.
Equacao 8.

Equacao 9.

LISTA DE EQUAGOES

Determinacédo do numero de experimentos N0 CCD..........ccoovvvvviiiieieeieeinnnnnn. 27
Determinagc&o do numero de experimentos NnOBB..........ccccccceiiiiiiiien, 28
Determinagcédo do numero de experimentos no DoE.............cccceeiiiinnnn. 28
Porcentagem de contribuigcdo dos contrastes..........ccccvvveiiiiiiiiiiciiiceciiee e, 45

Determinac&o do numero total de experimentos em um Planejamento DoE..49

Relacéo entre valores experimentais e codificados do Planejamento DoE....50

Equacao do Método dos Minimos Quadrados.............eeeeeeeeeeeiiiiiiiiiieeeeeiiiienee 55
Modelo matematico obtido pelo Planejamento DoE.................ccoiiiiiiiininnnnnn. 57
Determinacédo da Soma Quadratica da Regressao.............coeeeevvvvvvviiveeiinnnnnne 58

Equacao 10. Desvio Padrao Relativo (YoDPR).......ooiiiiiiiiiieeeee e 72



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura caracteristica dos flavonoides...............uvvvveeiviiiiiiiiiiiieeeeee e, 17
Figura 2. Estrutura molecular dos FIavonOis. ..o 18
Figura 3. Estrutura molecular da catequina e epicatequina.............cccooeeeiiiiiiiiiiiiiiiiee e, 18
Figura 4. Estrutura molecular das Antocianinas.............ccooveiiiiiiiiiiiiiii e 19

Figura 5. Estrutura molecular dos acidos hidroxibenzoicos (A) e hidroxicinamicos (B).....19
Figura 6. Estruturas moleculares: taninos hidrolisaveis (A) e taninos condensados (B)....20
Figura 7. Estruturas moleculares: (A) trans-resveratrol e (B) cis-resveratroil...................... 21
Figura 8. Cromatogramas referentes a analise exploratéria da amostra [Sistema CLAE;
coluna XBridge (150 x 4,60 mm d.i. x 5 ym, Waters®); Solvente A: H,O + 0,5% HAc,
Solvente B: EtOH. Gradiente: 5-100% B (30 min). Vazao: 1,0 mL.min™, 40 °C]................. 35
Figura 9. Cromatogramas referentes aos experimentos 1 a 6 da etapa de triagem.......... 39
Figura 10. Cromatogramas referentes aos experimentos 7 a 12 da etapa de triagem...... 40
Figura 11. Cromatogramas referentes aos experimentos 13 a 18 da etapa de triagem.....41
Figura 12. Cromatogramas referentes aos experimentos 19 a 24 da etapa de triagem....42
Figura 13. Cromatogramas referentes aos experimentos 25 a 30 da etapa de triagem....43
Figura 14. Cromatogramas referentes aos experimentos 31 e 32 da etapa de triagem....44
Figura 15. Porcentagem de contribuicdo dos contrastes............cooevvvvviiiiiiiiiiiiiiceciieeeeeeen, 46
Figura 16. Grafico normal para os valores de contrastes obtidos do planejamento 2v’*2...47

Figura 17. Dominio experimental circular para o planejamento DoE com 2 variaveis....... 52

Figura 18. Cromatogramas referentes aos experimentos do Ponto Central, 2, 3 e 4 do

1D o SR 53
Figura 19. Cromatogramas referentes aos experimentos 5a 7 do DoE................ccuee. 54
Figura 20. Matriz X (Represente dos coeficentes, 9 linhas e 6 colunas).........ccccc.cuuuuuenene. 55
Figura 21. Matrix X' (6 linhas € 9 COIUNGS)..........cceeiiiiieiieiie e 56

Figura 22. Matrix (X'X)" (6 linhas € 6 COlUNAS)...........ccecvveiriirieieciecieeieee e 56



Figura 23. Vetor de reSPOSTAS. ... ...uuiiiiiiiiiiiie e 56
Figura 24. Vetor de COEfiICIENTES (D).....ueiviiiiiiiiiiieeee e 57
Figura 25. Matriz de Covariancia (6 linhas € 6 colunas).............cceeevieeiiiiiiiiiiiiiiiieiis 60

Figura 26. Cromatograma referente ao experimento 6 do DoE [Sistema CLAE; coluna
XSelect (150 x 4,60 mm d.i. x 5 um, Waters®); Solvente A: H.O + 0,1% Ac. Acético,
Solvente B: EtOH. Gradiente: 5-55% B (30 min). Vaz&o: 0,75 mL.min™, 51,8 °C].............. 61

Figura 27. Cromatograma referente a analise da amostra submetida a EFS utilizando
cartucho C+s [Sistema CLAE; coluna XSelect (150 x 4,60 mm d.i. x 5 ym, Waters®);
Solvente A: H.O + 0,1% Ac. Acético, Solvente B: EtOH. Gradiente: 5-55% B (30 min).
Vazao: 0,75 ML.MINT, 51,8 OC]....uiiieiiiiieieeie ettt sne e 62

Figura 28. Cromatograma referente a analise da amostra submetida a ELL. [Sistema
CLAE; coluna XSelect (150 x 4,60 mm d.i. x 5 um, Waters®); Solvente A: HO + 0,1% Ac.
Acético, Solvente B: EtOH. Gradiente: 5-55% B (30 min). Vazao: 0,75 mL.min"", 51,8 °C.63

Figura 29. Espectros UV das bandas cromatograficas 1 a 9 da amostra submetida a ELL.
64

Figura 30. Espectros UV das bandas cromatograficas 10 a 17 da amostra submetida a

Figura 32. Cromatograma referente a analise de epicatequina (Padréo Analitico) a 0,05
mg.mL". [Sistema CLAE; coluna XSelect (150 x 4,60 mm d.i. x 5 ym, Waters®); Solvente
A: H20 + 0,1% Ac. Acético, Solvente B: EtOH. Gradiente: 5-55% B (30 min). Vaz&o: 0,75
ML MINT, 51,8 OC ..ttt ettt et e et e e e et e et e e e et e e neeeneeennes 67

Figura 33. Cromatograma referente a analise de acido cafeico (Padrao Analitico) a 0,05
mg.mL™". [Sistema CLAE; coluna XSelect (150 x 4,60 mm d.i. x 5 ym, Waters®); Solvente
A: H0O + 0,1% Ac. Acético, Solvente B: EtOH. Gradiente: 5-55% B (30 min). Vaz&o: 0,75
oo R T O O 67

Figura 34. Cromatograma referente a andlise do padréo acido p-cumarico a 0,05 mg.mL™".
[Sistema CLAE; coluna XSelect (150 x 4,60 mm d.i. x 5 um, Waters®); Solvente A: H,O +
0,1% Ac. Acético, Solvente B: EtOH. Gradiente: 5-55% B (30 min). Vazao: 0,75 mL.min"",
o3 R T P PEPPUPRUR 68

Figura 35. Cromatograma referente a andlise do padréo acido gélico a 0,05 mg.mL™.
[Sistema CLAE; coluna XSelect (150 x 4,60 mm d.i. x 5 um, Waters®); Solvente A: H,O +
0,1% Ac. Acético, Solvente B: EtOH. Gradiente: 5-55% B (30 min). Vaz&o: 0,75 mL.min™,
o301 S T O P 68



Figura 36. Cromatograma referente a analise do padrao acido siringico a 0,05 mg.mL"™".
[Sistema CLAE; coluna XSelect (150 x 4,60 mm d.i. x 5 um, Waters®); Solvente A: H,O +
0,1% Ac. Acético, Solvente B: EtOH. Gradiente: 5-55% B (30 min). Vaz&o: 0,75 mL.min™,
o301 S T O 69

Figura 37. Cromatograma referente a andlise do padrao kaempferol a 0,05 mg.mL"™".
[Sistema CLAE; coluna XSelect (150 x 4,60 mm d.i. x 5 um, Waters®); Solvente A: H,O +
0,1% Ac. Acético, Solvente B: EtOH. Gradiente: 5-55% B (30 min). Vazao: 0,75 mL.min"",

Figura 38. Cromatograma referente a andlise do padrao catequina a 0,05 mg.mL"™".
[Sistema CLAE; coluna XSelect (150 x 4,60 mm d.i. x 5 um, Waters®); Solvente A: H,O +
0,1% Ac. Acético, Solvente B: EtOH. Gradiente: 5-55% B (30 min). Vaz&o: 0,75 mL.min™,
o301 S T O 70

Figura 39. Cromatograma referente a andlise do padréo resveratrol a 0,05 mg.mL™".
[Sistema CLAE; coluna XSelect (150 x 4,60 mm d.i. x 5 um, Waters®); Solvente A: H,O +
0,1% Ac. Acético, Solvente B: EtOH. Gradiente: 5-55% B (30 min). Vazao: 0,75 mL.min"",
o3 R T P EPPRRRRR 70

Figura 40. Cromatograma referente ao experimento utilizando EtOH grau alimenticio
como fase movel [Sistema CLAE; coluna XSelect (150 x 4,60 mm d.i. x 5 ym, Waters®);
Solvente A: H,O + 0,1% Ac. Acético, Solvente B: EtOH. Gradiente: 4,8-52,7% B (30 min).
Vaza0: 0,75 ML.MINT, 51,8 OC ...ttt e e e e e eeeeneeas 74

Figura 41. Avaliagao da similaridade entre os perfis cromatograficos obtidos da analise de
amostras de vinhos cabernet suavignon, da qual foi possivel identificar os compostos
fendlicos: AG (acido galico), C (Catequina), E (Epicatequina), AC (acido cafeico), AS
(acido siringico), Ap-C (acido p-cumarico), R (resveratrol) e K (kaempferol)..................... 76

Figura 42. Avaliagao da similaridade entre os perfis cromatograficos obtidos da analise de
amostras de vinhos merlot, da qual foi possivel identificar os compostos fendlicos: AG
(acido galico), C (Catequina), E (Epicatequina), AC (acido cafeico), AS (acido siringico),
Ap-C (acido p-cumarico), R (resveratrol) e K (kaempferol)............cccoeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis 77



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Fatores (variaveis) e niveis estabelecidos na triagem para desenvolvimento do
método de eluicdo verde por CLAE de vinhos brasileiros (Planejamento Fatorial
Fracionario com 2 niveis € 7 fatores: 20 2)........coeeieeeeeee e 32

Tabela 2. Fatores (variaveis) e niveis inferior, superior e central, estabelecidos a partir da
triagem para o Planejamento Doehlert...............ueiiiiiiiiii e 32

Tabela 3. Condi¢gbes cromatograficas da analise exploratoria..............coevvvvveeeiiiiiiiiieennnnnn. 33

Tabela 4. Planejamento experimental de 2 niveis e 7 fatores de um fatorial completo 2,2 e

as respostas obtidas para cada analiSe.............uuiiiiiii i 38
Tabela 5. Contrastes calculados para o planejamento 2v7™2..........c..ccoceeeveeeieecce e 44
Tabela 6. Contrastes calculados sem repetigdes para o planejamento 2v’™=...................... 45

Tabela 7. Valores de probabilidade acumulada e z para cada contraste do planejamento
AL 47

Tabela 8 — Eficiéncia dos Planejamentos Doe, CCD e Box-Behnken para 2 variaveis...... 49
Tabela 9. Matriz Experimental Doehlert com 2 variaveis e as respostas obtidas............... 50

Tabela 10. Valores fixados para as variaveis de menor importancia estatistica na etapa de

L E= T 1= o PP 51
Tabela 11. Respostas obtidas no Planejamento Doehlert..............cccooeeiiiiiiiiiie, 52
Tabela 12. Valores Previstos, observados e Residuos deixados pelo modelo................... 57
Tabela 13. Analise de Variancia (ANOVA)........ooo i, 58
Tabela 14. Determinacao da significancia estatistica dos coeficientes...........cccvvvvvevennnnnnn. 60
Tabela 15. Condigado cromatografica do Experimento 6 (DOE).........ccccooeeeieiiiiiiiiiiiiiiieeee, 61

Tabela 16. Comparagao das bandas cromatograficas da amostra e dos padrdes analiticos

Tabela 17. Valores de %DPR referentes a precisdo do método cromatografico................ 72

Tabela 18. Valores das pontuagdes calculadas pela métrica de HPLC-EAT de métodos
encontrados na literatura e do método desenvolvido.............cooveiiiiiiiiiiiiiiiii e, 73



SUMARIO

1. INTRODUGAO. ..ottt ettt ae st eaaaeeeennaneanneneeeeeee e 16
L I VA o] o T PP PPRPRPPPIN 16
1.2. Compostos FENOBIICOS €M VINNOS...........uuuiiii e 17
1.3. Quimica ANalitica Verde.........ccooo oo 23
1.4. Planejamentos Experimentais: Abordagem Multivariada.............ccooooovivviiiiiiiniennnnn. 25

P2 @ 1= N | I Y 29
2.1. Etapas realizadas para o alcance do objetiVo..............eeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeen 29

3. MATERIAIS E METODOS..... ..ottt e e en e 30
3.1. Reagentes UliliZados..........oooeiuiiiiiii e 30
3.2. Materiais e Instrumentagdo Utilizados............ooevveiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 30
BTG TS Yo [§[ofa 1Y o= To | = To FU R 30
3.4. ObtenGa0 das @mMOSIIaS. ....cccoiei e 31
3.5. Preparag@o da amoOsStra.........coooviiiiiiii e 31

3.5.1. Preparacédo da amostra para analise Exploratéria e Planejamentos
EXPEIMENTAIS. ... 31
3.5.2. Extracdo em Fase Solida para avaliagdo do clean-up.............ccccceeuvueineeeeennnn. 31
3.5.3. Extracao Liquido-Liquido para avaliagao do clean-up............cccccceeeeeeeveeennnnnn... 31
3.5.4. Preparacédo da amostra para analise de co-injecdo com padrées................... 31
3.6. Planejamentos EXPerimentaisS..........coouviiiiiiiiiii i 31

4. DESENVOLVIMENTO, RESULTADOS E DISCUSSAO........cccovieeeereeeeeeeeeeee e 33
4.1. Analise exploratdria da @amostra..............ooevviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 33
4.2. Desenvolvimento do método cromatografico................cccco 36

4.2.1. Triagem de VANAVEIS. ........ociiiiiiiiiiiieeeee ettt s 36

4.2.3. Determinagcao da melhor condigdo cromatografica (Planejamento Fatorial -

19 o = SO PSEPRP 48

4.2 .4. Determinacao do modelo matematiCo............cccoeeeiiiiiiiiiiiii e 54

4.2.5. Andlise de Variancia (ANOVA)... ... s 58
4.3. Otimizagao do perfil cromatografiCo..........ccccoooeiiiiii 62
4.4. Validagdo do método desenvolVido..........coooeeeeiieiiieie i 66

4.4.1. Seletividade e identificacdo dos constituintes presentes no perfil dos vinhos

E= 1 F= 1115 T=To [ 1< TSR PPPTPPPPTR 66
4.5. Medida do “verde” do método desenvolvido e comparagao com métodos da
literatura utilizando a métrica HPLC-EAT ...ttt 72
4.6. Aumento do carater verde do método utilizando EtOH grau alimenticio como fase
MOV .ttt ettt e e e e e e et et et e e e e e e e e et e e e —— e eeeaeeeeeetaaaaaaaaennes 73
4.7. Avaliagao da similaridade de perfils cromatograficos de vinhos tintos.................... 74

5. CONSIDERACOES FINAIS. ......ooeote ettt ees et eeeneste e e seennaneaneanens 78



1. INTRODUGAO

1.1. Vinhos

Nao ha relatos precisos de quando o vinho foi elaborado pela primeira vez, mas
segundo historiadores, o vinho foi descoberto pelo homem ao perceber que o suco de
uva, que esquecera em uma vasilha, havia sofrido fermentagdo mudando seu sabor, odor
e coloracdo e, a partir de entdo, o mercado vitivinicola passou a progredir (ARSEGO,
2004).

Obtido a partir da fermentagao do suco de uvas frescas, o vinho é um produto com
uma porcentagem alcoodlica minima de 7% (v/v) e esta entre as bebidas mais consumidas
pela populagédo (RIZZON, DALLAGNOL, 2007).

A uva se originou na Asia e se espalhou por todo mundo se tornando uma das
frutas mais consumidas pela populagdo. No Brasil, o cultivo da videira teve impulso no
século XIX com a chegada de imigrantes italianos no estado do Rio Grande do Sul com o
cultivo da espécie Vitis labrusca L. (THE...2018), classificada como uvas americanas.
Com o avango da tecnologia e o surgimento de novos fungicidas, o Brasil passou a
cultivar uvas da variedade europeia, as chamadas Vitis vinifera L. (THE...2018),
classificadas como uvas finas (GUERRA et al., 2005; SILVA; LAGO-VANZELA ; BAFFI,
2015).

Em 2012, o cultivo da uva no Brasil ultrapassava uma area superior a 80 mil
hectares classificando o pais como 14° produtor mundial de uva (PROTAS; CAMARGO;
MELO, 2018). Em decorréncia da extensa area de cultivo e da grande diversidade
ambiental, existem varios centros produtores de uvas no Brasil, divididos de acordo com a
peculiaridade climatica de cada regiao (SILVA; LAGO-VANZELA ; BAFFI, 2015).

De acordo com dados estatisticos obtidos em 2008, aproximadamente 55% do
cultivo total de uvas no Brasil sdo destinados ao consumo in natura e exportagao e 45%
destinados a produgdo de sucos e vinhos, posicionando o Brasil como o 16° produtor
mundial de vinho (GUERRA et al., 2009)

A partir de 1995 o Brasil passou a ser membro da OIV (Office International de la
Vigne e du Vin), organismo que regula as normas internacionais de producéo do vinho,
cujo cumprimento resulta, obrigatoriamente, em elevagado do padrdo dos vinhos evidenci-
ando que a vitivinicultura brasileira evoluiu em larga escala, passando a produzir vinhos
de boa qualidade (ARSEGO, 2004).
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A qualidade da uva é o principal fator para a obtengdo de um bom vinho. A matura-
¢cao € um dos aspectos que mais interferem na qualidade da uva. Abrangendo o periodo
que vai da mudanca de cor até a colheita, o processo de maturacido envolve as mudancgas
fisico-quimicas como diminuicdo da acidez, aumento de pH, sintese de substancias aro-
maticas e a modificagdo do sabor. Contudo, muitos fatores podem influenciar a maturagéao
das uvas, tais como temperatura, adubacao, solo, umidade, irrigacao, seca, granizo, entre
outros (GRIS, 2010).

Quando se analisa a qualidade de um vinho, nao sé os parametros fisico-quimicos
de maturacédo sao importantes, mas também o grau de extragdo de compostos fendlicos
da uva (LINS; SARTORI, 2012).

1.2. Compostos Fendlicos em Vinhos

Caracterizados por apresentarem um ou mais grupos hidroxilas ligados a um anel
benzénico, os compostos fendlicos contribuem diretamente para as caracteristicas orga-
nolépticas do vinho, sendo os principais responsaveis pelos parametros de qualidade,
como a cor e o sabor (HERNANDEZ et al., 2006).

Os compostos fendlicos presentes nos vinhos sao originarios da uva, considerada
uma das frutas com a maior concentragado desses compostos. Em decorréncia da grande
variabilidade estrutural, os compostos fendlicos mais encontrados nas uvas se dividem
em duas classes principais: Flavonoides e nao flavonoides (ABE et al., 2007; SILVA;
LAGO-VANZELA; BAFFI, 2015).

Os flavonoides possuem uma estrutura molecular caracteristica composta por trés
anéis, sendo dois deles aromaticos, assumindo um esqueleto C6-C3-C6 (Figura 1). As va-
riacbes na estrutura molecular pode subdividir os flavonoides em subclasses sendo os
principais grupos encontrados nos vinhos: flavonadis, flavan-3-6is e antocianinas (HI-
RUMA-LIMA et al., 2017; ABE et al., 2007).

Figura 1. Estrutura caracteristica dos flavondides
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Os flavonois sado produzidos na casca da uva e, junto as antocianinas, contribuem
para a coloragdo dos vinhos através do processo de copigmentagcdo. O esqueleto
estrutural dos flavonois possui um grupo hidroxila substituido na posi¢gdo 3 do terceiro
anel. Os flavondis mais encontrados nas uvas e, consequentemente, nos vinhos sao
canferol, miricetina e quercetina (Figura 2), sendo essa Ultima a que possui maior

concentracdo em uvas tintas (MATTIVI et al., 2006).

OH
Ri=H R,=H Kaempferol
(0] Ri=0H R;=H Quercetina

HO o
O | ¢ Ri=OH R;=OH  Miricetina
OH

Figura 2. Estrutura molecular dos Flavonois

Os flavan-3-6is mais presentes nos vinhos tintos sao catequina e epicatequina (Fi-
gura 3), ambos encontrados nas sementes das uvas (SILVA; LAGO-VANZELA; BAFFI,

2015) e contribuem para o sabor, brilho e estrutura dos vinhos (DIAS et al., 2010).

OH
GH (+) Catequina 2R, 3S
HO 0.2 (-) Catequina 2S, 3R
O (-) Epicatequina 2R, 3R
3 OH (+) Epicatequina 2S, 3S

OH

Figura 3. Estrutura molecular da catequina e epicatequina

As antocianinas, outra classe de flavondides, sdo provenientes das cascas das
uvas e estdo intimamente ligadas a coloragdo dos vinhos. A sua estrutura € constituida
por trés anéis: um anel pirano heterociclico e dois anéis fendlicos. As antocianinas mais
encontradas nas uvas sao peonidina, delfinidina, petunidina e malvidina (Figura 4). Nos vi-
nhos provenientes das uvas V. vinifera, as antocianinas sdo encontradas na forma mono-
glicosiladas (SILVA; LAGO-VANZELA ; BAFFI, 2015).
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R1=0H; R2=0H; R3=0OH Delfinidina
R1=0CH;; R2=0CH,3; R3=0H Peonidina
R1=0CH;; R2=H; R3=0OH Petunidina
R1=H; R2=H; R3=0H Malvidina

Figura 4. Estrutura molecular das Antocianinas

Na classe dos nao flavonoides destacam-se os acidos fendlicos e os taninos. Com
uma estrutura molecular constituida por um anel benzénico, um grupo carbonila e um ou
mais grupos hidroxilas, os acidos fendlicos sdo subdivididos em dois grupos: acidos ben-
zdbicos (C6-C1) e cinanimos (C6-C3) (Figura 5; SOARES, 2002). Os acidos cinamicos sao
mais comumente encontrados nas cascas e polpas das uvas, enquanto que os acidos
benzoicos estdo presentes apenas nas cascas. Tais compostos ndo possuem nenhuma
contribuigdo direta para as caracteristicas organolépticas dos vinhos, porém, sdo anteces-
sores de outros fendlicos volateis que afetam com grande influéncia no odor (SILVA;
LAGO-VANZELA ; BAFFI, 2015).

(A) R4 (8) R
OH OH
Ry COOCH R; ZCOOH
Addo p-hidroxibenzbico: R, =R, = H Adido p-cumérico: R, =R, = H
Addo protocatecuico: R, = OH, R, = H Adido caféico: R, = OH, R, = H

Addo vanilico: R, =OCH,, R,=H

; Adido fertlico: R, = OCH,, R,=H
Addo sringico: R, =R, = OCH,

Figura 5. Estrutura molecular dos acidos hidroxibenzéicos (A) e hidroxicinamicos (B).

Os taninos sdo os responsaveis pelo sabor adstringente caracteristico do vinho,
devido a capacidade dos mesmos se ligarem a proteinas. Os taninos sado divididos em
duas categorias: hidrolisaveis e condensados. Os primeiros sao derivados de acidos fe-
nolicos contendo em suas estruturas ligagdes entre uma molécula de agucar e um acido

fendlico. Os taninos condensados sao derivados dos flavonoides, sendo formados pela
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polimerizagdo de uma ou mais unidades de catequina ou epicatequina (Figura 6; HERDE-
RICH; SMITH, 2005, HIRUMA-LIMA et al., 2017).

OH

(A) PH (B)

Figura 6. Estruturas moleculares: taninos hidrolisaveis (A) e taninos condensados (B)

Além de todas as caracteristicas organolépticas, os compostos fendlicos possuem
atividades antioxidantes, o que lhes atribui efeitos benéficos para a saude humana.
(DALL”’ANTONIA; ARCHELA, 2013; SOARES et al., 2008).

Os antioxidantes sao divididos em primarios e secundarios. Aqueles atuam atraves
da reagao de hidrogénios com radicais livres, interrompendo a reagéo radicalar, conver-
tendo-os em produtos mais estaveis e, os antioxidantes secundarios, retardam a forma-
cao dos radicais livres por meio de diferentes mecanismos. Os compostos fendlicos sao
considerados antioxidantes primarios (ANGELO; JORGE, 2006).

A atividade antioxidante dos compostos fendlicos confere aos vinhos beneficios a
saude tais como, atividade anticarcinogénica, anti-inflamatéria e cardioprotetora (MORA-
ES; LOCATELLI, 2010). Esta ultima ganhou ateng¢ao na area cientifica com o surgimento
do Paradoxo Francés em 1992, no qual a diminuicdo de doengas cardiovasculares da po-
pulagao era atribuida ao elevado consumo de vinho (SOUZA et al., 2006).

De todos os compostos com efeitos benéficos presentes nos vinhos, o resveratrol é
o que tem maior destaque. Pertencente a classe dos néao flavonoides, o resveratrol (3,4,5-
triidroxiestilbeno) é uma fitoalexina sintetizada nas cascas das uvas e encontra-se nas for-
mas cis e trans (Figura 7), no qual, o primeiro € uma isomerizagdo do segundo na presen-
¢a de luz (SAUTTER et al., 2005; VIAN et al., 2005). Além da prevengao contra doengas
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cardiovasculares, o resveratrol possui agao anti-carcinogénica, anti-inflamatoéria, antioxi-
dante e hepatoprotetora (FREMONT, 1999).

(A)
HO . X ‘

OH

OH

Figura 7. Estruturas moleculares: (A) trans-resveratrol e (B) cis-resveratrol

A concentragdo de compostos fendlicos € dependente de inumeros fatores como
as condig¢des de clima, o solo e o sistema de plantio da uva. Além do mais, as reacdes en-
zimaticas e quimicas que ocorrem durante o processo de produc¢éo do vinho favorecem a
formacéo de outros compostos de modo que a composig¢ao fendlica nos vinhos torna-se
mais complexa que nas uvas (SILVA; LAGO-VANZELA; BAFFI, 2015).

E visto, portanto, que uma avaliagdo dos constituintes quimicos dos vinhos se faz
necessaria para assegurar a sua confiabilidade e, se possivel, identificar adulteragbes no
controle de qualidade dos mesmos. Devido a alta variabilidade estrutural de compostos
fendlicos, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é a técnica mais utilizada
para a identificacdo dos mesmos através de uma “impressao digital cromatografica” ou
fingerprint.

As impressdes digitais cromatograficas séo aceitas desde a década de 90 pela Or-
ganizagao Mundial da Saude (OMS) para anadlise de produtos naturais e foram introduzi-
das com o objetivo de avaliar os constituintes quimicos de amostras complexas e fornecer
um controle de qualidade rapido e eficiente (ALAERTS et al., 2007; GAN;YE, 2006).

Mais de 15 moléculas fendlicas incluindo flavan-3-ols, antocianinas, derivados de
acido cinamico, derivados de flavonol e trans-resveratrol que apresentam diferentes ativi-
dades antioxidante foram identificadas por injecao direta do vinho tinto. Esse método de-
senvolvido por Revilla e Ryan (2000) também pode ser usado para analise de vinhos

brancos, bem como para cascas e sementes de uvas. O método consistiu de uma fase
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movel composta por acetonitrila e agua com pH ajustado para 1,8 com acido percloérico
em vazédo de 0,6 mL.min™".

No ano seguinte, Revilla et al., (2001) desenvolveram outro método para a separa-
céo de antocianinas em uvas e vinhos tintos utilizando ACN e agua como fase moével e
uma coluna de fase estacionaria Cs. O pH da fase movel foi ajustado para 1,3 e a vazao
estabelecida em 1,5 mL.min"". Nesse método, o perfil de antocianinas do vinho se mostrou
diferente daquele das uvas com a quantidade de malvidina 3-0-glicosideo maior no pri-
meiro. Em contrapartida, a concentracdo de outras antocianinas se mostrou maior nas
uvas.

Um método simples por CLAE acoplado a um detector de arranjo de fotodiodos e
massas, para analises rotineiras, foi apresentado por Dias, David e David (2016) para a
determinacdo de quercetina, acido galico, acido cafeico e acido p-cumarico em vinhos
brasileiros. Nesse método a fase mével foi composta por metanol (MeOH) e agua acidifi-
cada com &cido formico com uma vazéo de 0,6 mL.min" e uma fase estacionaria C1s.

Outro método desenvolvido por Padilha et al., (2017), teve o objetivo de determinar
a composigao fendlica de vinhos produzidos na regido do Vale Sao Francisco, considera-
da de clima atipico para a producgao de uvas. A fase mével utilizada pelos autores foi com-
posta por solucao de dihidrogenofosfato de potassio com pH ajustado para 2,05, MeOH e
ACN. O método utilizou uma vazdo de 0,6 mL.min"', uma temperatura de 40 °C e uma
fase estacionaria C1s. O método foi capaz de quantificar 20 compostos fendlicos.

Com vinhos produzidos na mesma regiao, outro método foi utilizado por Dias et al.,
(2010), para a determinacédo da concentracao de catequina e epicatequina. O método faz
uso de uma fase mével composta por MeOH, acido acético e agua com uma vazao de 1,0
mL.min" e coluna de fase estacionaria Cs.

Dois métodos de analise por CLAE foram utilizados por Ivanova-Petropulos et al.,
(2015) para a analise de 65 compostos fendlicos em trés diferentes tipos de vinhos (um
de variedade tipica da Macedénia e dois populares). O método para a analise de antocia-
ninas foi realizada utilizando uma coluna de fase estacionaria C+s em uma temperatura de
40 °C. A fase mével foi constituida por ACN, agua e acido férmico com uma vazao de 0,63
mL.min™". Para a analise de outros compostos fendlicos foi utilizado um segundo método
com a mesma vazao, mesma fase estacionaria e fase movel composta pelos mesmos sol-

ventes, porém, em proporc¢des diferentes de eluigcao.
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Um método, desenvolvido por Garcia-Beneytez et al.,(2003), foi capaz de identificar
vinte antocianinas em amostras diferentes de uvas e vinhos. O método foi desenvolvido
para analises rotineiras com intuito de evitar fraudes na produgao de vinhos.

Para a determinacao de resveratrol, um método foi desenvolvido por Ratola, Faria,
Alves (2004), no qual utilizaram um detector por arranjo de fotodiodos. Os autores anali-
saram 41 vinhos tintos e 21 brancos por injecao direta e comprovaram a presencga do is6-
mero trans-resveratrol em apenas 8 vinhos brancos e em todos os vinhos tintos. O méto-
do utilizou uma coluna de fase reversa Css € uma fase movel composta por agua e ACN
em uma vazao de 1,0 mL.min™.

Bem como os trabalhos citados, Archela; Dall’Antonia (2013) e Dias (2010) apre-
sentam outros enfatizando que muito ja foi estudado para analise de compostos fendlicos
em vinhos. No entanto, é possivel perceber que tais trabalhos fazem uso dos solventes
acetonitrila e metanol, considerados toxicos, que podem prejudicar desde o meio ambien-
te até a saude do analista.

Assim, a preocupagédo com 0 meio ambiente junto com a pressao sobre as industri-
as no que se refere a geragdes de subprodutos toxicos tém levado pesquisadores a de-
senvolver novas estratégicas que sejam menos prejudiciais ao meio ambiente (PRADO,
2003).

Sendo a CLAE a técnica mais utilizada nos estudos quimicos citados, uma estrate-
gia valida para a diminuigdo dos impactos negativos na analise de vinhos seria a utiliza-
¢cao da cromatografia verde, ou seja, a aplicacdo dos conceitos de Quimica Analitica Ver-

de no desenvolvimento de fingerprints.

1.3. Quimica Analitica Verde

A quimica verde € a ciéncia que visa prevenir ou reduzir os impactos ambientais
negativos através de uma abordagem eficaz baseada em 12 principios basicos, propostos
por Anastas e Warner (1998), que quando aplicados, garantem beneficios a saude e ao
meio ambiente, através da diminuigdo de residuos toxicos, baixas contaminagdes e queda
de gastos durante processos industriais.

A quimica verde se tornou de fundamental importancia nos Estados Unidos com a
publicagdo da Lei de Prevengdo da Poluigcdo no ano de 1990 que visava gerenciar as
questdes ambientais no meio industrial, de modo que nao houvesse a formagao de sub-

produtos toxicos que necessitassem de um tratamento especial (ANASTAS, 1999).
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Com o surgimento dos doze principios (PRADO, 2003), a quimica verde ganhou

forca ndo apenas na area académica, mas também nas grandes industrias farmacéuticas

que visavam maximizar a eficiéncia de um processo quimico ao mesmo tempo em que a
saude humana e o meio ambiente eram preservados (FARIAS; FAVARO, 2011; SANDRA
et al., 2010).

Seus principios sao:

© O NGO R ODd-A

Prevenir a formacgao de subprodutos;

Economia de atomos;

Sinteses com compostos de menor toxidade;
Desenvolvimento de compostos seguros;

Evitar o uso de solventes e auxiliares;

Diminuir a energia gasta durante um processo quimico;
Utilizacdo de substancias recicladas;

Diminuicao de derivativos;

Uso de catalisadores;

10. Desenvolvimento de compostos para degradagao;

11. Controlar a formagao de compostos toxicos para a prevencgao da poluigao;

12.Uso de substancias seguras para evitar acidentes tais com explosdes e incén-

dios.

Formulados para atender as necessidades da quimica sintética e organica, volta-

das para diferentes areas das industrias quimicas, os doze principios foram aprimorados

de modo que os mesmos fossem aplicados diretamente em laboratérios analiticos. Nesse

contexto, surgiu no inicio dos anos 2000 a Quimica Analitica Verde (Green Analytical Che-
mistry, GAC) (GALUSZKA; MIGASZEWSKI; NAMIESNIK, 2013).

A GAC visa a qualidade das metodologias analiticas de modo que os resultados

atinjam parametros de precisao, seletividade e exatiddo adequados através de alternati-

vas ambientalmente amigaveis. Galuszka et al., (2013) listam os 12 principios da GAC:

1
2
3.
4

Evitar tratamento de amostras;

Utilizar quantidades minimas de amostras;

Realizar medigdes in situ;,

Integralizar processos analiticos com o objetivo e reduzir consumo de energia e
uso de reagentes;

Utilizar métodos miniaturizados e automatizados;

Evitar derivagao;
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7. Gerar a menor quantidade de residuos possivel e trata-los adequadamente;

8. Preconizar a utilizagdo de métodos multiparamétricos;

9. Minimizar o uso de energia;

10. Utilizar reagentes sintetizados a partir de fontes renovaveis;

11. Substituir reagentes tdxicos por atéxicos;

12. Aumentar a seguranca do analista.

A eliminag&o ou redugao de residuos gerados pela CLAE pode ser alcangada atra-
vés da utilizacdo de colunas cromatograficas com maior eficiéncia de separagdo, o que
permite analises mais rapidas, menor vazao e, consequentemente, menor consumo de
solvente. Outra alternativa, ndo menos importante, é a substituicdo de solventes e modifi-
cadores organicos toxicos por atdxicos. Nesta estratégia, as analises poderao se realiza-
das em sistemas aquecidos que permitam diminuir a viscosidade e alterar a seletividade
da fase movel (SANDRA et al., 2010)

O solvente mais utilizado nas analises por CLAE é a acetonitrila em decorréncia
das suas caracteristicas que contribuem para a obtencao de 6timos resultados. Acetonitri-
la apresenta baixa acidez, reatividade quimica reduzida, baixa absorbancia no ultravioleta,
capacidade de dissolugdo em uma ampla gama de solutos e € compativel com a espec-
trometria de massas. Porém, por apresentar elevada toxicidade, a sua substituicdo por
solventes mais verdes é prioridade (SANDRA et al., 2010).

Atrelado a preservagao ambiental, a economia de tempo e energia sdo outros prin-
cipios fundamentais que compdéem a GAC e a utilizacdo de abordagens que visem
atendé-los, concomitantemente, se faz necessaria. A utilizacdo de Planejamentos Experi-
mentais € a melhor alternativa que colabora de maneira significativa com a redugédo no
uso de solventes, com a diminuicdo de energia e, consequentemente, influenciam positi-

vamente na geracao de residuos e no tempo de analise.

1.4. Planejamentos Experimentais: Abordagem Multivariada

Na maioria das vezes, estudos quimicos séo realizados através de abordagens
univariadas, a qual pode ser considerada como um método sequencial, ou seja, a
resposta 6tima € investigada analisando-se um fator por vez. Porém, além de requerer
uma quantidade elevada de experimentos, esta técnica ndo pode ser considerada
eficiente em sistemas quimicos, pois métodos univariados podem induzir erros na
resposta final, ndo sendo adequados (EIRAS; COSCIONE; ANDRADE, 2000).
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A fim de superar este obstaculo e visto que os recursos financeiros no Brasil estao
reduzidos, pesquisadores buscam alternativas rapidas, eficientes e que gerem 6timos
resultados no desenvolvimento de experimentos (CUNICO et al., 2008). O método mais
adequado para esta questao € a utilizagao de técnicas multivariadas, que se baseiam no
estudo simultineo de todas as variaveis envolvidas no processo (NEVES;
SCHVARTZMAN; JORDAO, 2002).

Além de estudar os fatores (variaveis) ao mesmo tempo, outras duas vantagens se
destacam na utilizacdo de planejamentos multivariados, tais como: a investigagdo da
interacdo entre as variaveis envolvidas e a construgdo de fungbes matematicas capazes
de prever a melhor regido de valores para a obtencdo da melhor resposta (COSCIONE;
FALCAO; ANDRADE, 2006).

A abordagem multivariada envolve um procedimento composto de duas etapas
principais. A primeira delas € a uma analise robusta com o objetivo de determinar quais
variaveis e interagdes sdo as mais importantes no processo em estudo, ou seja, quais vao
influenciar significativamente a resposta de interesse. A segunda consiste em um ajuste
fino com o intuito de encontrar a regido com a melhor combinagao de valores para as
variaveis (COSCIONE; FALCAO; ANDRADE, 2006).

Na realizagdo da primeira etapa, também chamada de “triagem”, o planejamento
experimental fatorial é o mais utilizado (TEOFILO; FERREIRA, 2005). Nele as variaveis
sdo investigadas em dois niveis, os quais sao valores que estas variaveis podem assumir,
delimitando um dominio experimental em um nivel inferior e superior — representado por
sinal negativo e positivo, respectivamente (NOVAES et al., 2017).

O planejamento fatorial pode ser dividido em completo e fracionario. O primeiro
pode ser representado por 2%, em que k representa o nimero de fatores investigados e o
2 a quantidade de niveis (inferior e superior). Portanto, em um sistema com 2 fatores, por
exemplo, o numero de experimentos realizados seriam 4. Contudo, quando o numero de
fatores aumenta, este planejamento torna-se irrelevante em decorréncia da quantidade de
experimentos necessarios a medida que um fator € adicionado ao estudo (BARROS
NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001). Desta maneira, um planejamento fatorial fracionario
pode ser utilizado quando o numero de variaveis exceder 4 e, assim, obtiver as mesmas
conclusdes de um planejamento fatorial completo com menos esforco (TEOFILO;
FERREIRA, 2005).

Um planejamento fatorial fracionario € construido utilizando fragées de um

planejamento completo. Pode ser representado por 2", em que k € o nimero de variaveis
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e n é o tamanho da fracdo. No planejamento fatorial fracionario, os efeitos principais
podem se confundir com efeitos de interagdo e esta confusédo esta intimamente ligada a
fracdo, que por sua vez, determina a resolugcdo. Resolugdo pode ser definida como a
ordem em que os efeitos sdo negligenciados no planejamento. Efeito € a mudanca
ocorrida na resposta pela alteragdo da variavel do nivel inferior (-) para superior (+) ou
vice-versa (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001).

A segunda etapa da abordagem multivariada corresponde a uma otimizagéo,
também chamada de “ajuste fino”, ou seja, encontrar os melhores valores para as
variaveis, consideradas significativas na etapa de triagem, através da analise de
superficies de respostas (TEOFILO; FERREIRA, 2005).

Os planejamentos mais utilizados na etapa de otimizagdo s&o os Planejamentos de
Composto Central (Central Composite Design, CCD), Box-Behnken (BB) e Doehlert
(DoE), sendo este ultimo considerado o mais eficiente por utilizar uma quantidade menor
de experimentos e investigar as variaveis mais importantes em um numero maior de
niveis (PEREIRA FILHO, 2015).

O Planejamento CCD é composto por trés partes sendo elas um planejamento
fatorial fracionario ou completo, uma parte representando os experimentos axiais e outra
os experimentos no ponto central. Os pontos axiais (ou estrela) sdo responsaveis pela
ortogonalidade do planejamento sendo equidistantes do ponto central (LUNDSTEDT et
al., 1998). O numero de experimentos (N) a serem realizados pelo CCD é calculado
através da Equacao 1, onde K e C; correspondem ao numero de variaveis e experimentos

no ponto central, respectivamente.

N=2f+2K+ Cy

Equacao 1. Determinagao do niumero de experimentos no CCD

Assim como o CCD, o planejamento BB € outra alternativa para estimar
coeficientes de segunda ordem de um modelo matematico, contudo, os fatores sao
estudados em apenas trés niveis. O numero de experimentos (N) necessarios para a
utilizacdo do planejamento e dado pela Equagao 2, onde K corresponde ao nimero de

variaveis e Coaos experimentos no ponto central.
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N = 2k (k-1) + Co

Equacgao 2. Determinagédo do numero de experimentos no BB

Além de exigir uma quantidade menor de experimentos comparada ao CCD e Box-
Behnken, o planejamento Doehlert tem a capacidade de avaliar as variaveis em um
dominio experimental maior, uma vez que o numero de niveis ndo € mesmo para cada
variavel em decorréncia de sua importancia estatistica, o que comprova sua eficiéncia. O
dominio experimental de uma matriz Doehlert pode ser circular, esférico ou hiperesférico
para duas, trés ou quatro variaveis, respectivamente (FERREIRA et al., 2004).

O numero total de experimentos do DoE (N) é dado pela Equagéo 3, da qual K e
Co correspondem ao numero de variaveis e experimentos no ponto central,
respectivamente (FERREIRA et al., 2004),

N=k2+k+Co,

Equacgao 3. Determinacédo do niumero de experimentos no DoE

Utilizado desde 1989, o DoE tem ganhado espago na area da cromatografia sendo
utilizado em métodos voltados para analises de espécies vegetais, produtos farmacéuti-
cos, petréleo e derivados, além de sua aplicagdo em cromatografica capilar (HUN; MAS-
SART, 1989, FERREIRA, et al.,2004).

28



5. CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho demonstrou que, a partir de uma abordagem multivariada,
utilizando planejamentos experimentais, € possivel desenvolver um método para
obtencao de perfil cromatografico de vinhos brasileiros por CLAE-DAD de uma maneira
racional, rapida, eficiente e com menor numero de analises do que um desenvolvimento
de tentativa e erro.

O método demonstrou ser seletivo na identificacdo de acido galico, resveratrol,
acido cafeico, acido p-cumarico, kaempferol, acido siringico, catequina e epicatequina em
amostras comerciais de vinhos tintos.

Durante todo o processo de desenvolvimento do método cromatografico, este
trabalho utilizou alternativas seguras voltadas desde a saude do analista até a
preservacao ambiental. Os conceitos de quimica verde estiveram presentes do inicio ao
fim do desenvolvimento, desde a preparacdo da amostra até a obtencdo do perfil
cromatografico, o que enaltece a sua grande vantagem em relagéo a outros métodos com
0S mesmos propositos encontrados na literatura.

Este trabalho abordou 8 dos 12 principios da GAC (GALUSZKA; MIGASZEWSKI;
NAMIESNIK, 2013):

« Pequenas quantidades de amostra foram utilizadas para as analises convergindo
com o Principio 2;

« Foi utilizado EtOH e agua como fase movel, cujo descarte pode ser realizado sem
impacto ambiental convergindo com o Principio 11 e que também esta de acordo
com os Principios 10 e 12 que estabelece a seguranga do analista e 0 uso de
solventes de fontes renovaveis (EtOH grau alimenticio).

« Em nenhum momento durante o desenvolvimento cromatografico houve geragao
de residuos que necessitassem de um tratamento especial, 0 que vai de encontro
com o Principio 7.

o A utilizagdo de planejamentos experimentais converge com o Principio 8 que
defende a utilizacdo de abordagens multiparamétricas. Ao mesmo tempo foi
responsavel por reduzir o consumo de energia e solventes, o que esta de acordo
com os Principios 9 e 4, respectivamente
Os resultados aqui apresentados contribuem para a utilizagdo do método em

possiveis controles de qualidade de vinhos tintos, de modo que os principais compostos
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fendlicos responsaveis pelas caracteristicas organolépticas dos mesmos sejam
identificados.

E importante ressaltar que é possivel conseguir métodos tdo verdes quanto o
método desenvolvido, mesmo com solventes toxicos, como ACN e MeOH, utilizando a
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE), cujo sistema utiliza quantidades em
escala micro.

O método desenvolvido neste trabalho mostrou-se compativel com equipamentos
para CLAE comuns, com pressdo abaixo de 15 Mpa, cuja instrumentagdo requer menor
investimento, quando comparado com o sistema CLUE, o que favorece a utilizagdo desse

meétodo por pequenos laboratorios.
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