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RESUMO

Diversos  métodos  já  foram  desenvolvidos  para  a  identificação  de  compostos

fenólicos  em  vinhos,  contudo,  tais  métodos  utilizam  solventes  tóxicos  que  podem

prejudicar desde o meio ambiente até a saúde do analista. Diante disso, este trabalho

descreve o desenvolvimento racional e eficiente de um método por cromatografia líquida

de alta eficiência capaz de identificar os principais constituintes químicos em amostras

dos vinhos brasileiros merlot  e cabernet suavignon, abordando os princípios da Química

Analítica Verde. Para o desenvolvimento do método foi utilizado como solvente orgânico

da  fase móvel  o  etanol,  solvente  biodegradável  e  sustentável.  Como etapa  inicial  foi

utilizado um planejamento fatorial fracionário de dois níveis com 7 fatores (2V
7-2), do qual

foi  possível  observar  que  a  temperatura  e  a  porcentagem inicial  de  etanol  foram os

parâmetros  cromatográficos  que  mais  influenciaram  na  separação  dos  compostos

fenólicos. Após a identificação dos fatores mais influentes, os mesmos foram submetidos

a  um planejamento  Doehlert  para  a  obtenção  da  melhor  condição  cromatográfica.  O

método  cromatográfico  desenvolvido  foi  eficiente  na  separação  dos  principais

constituintes  dos vinhos,  possibilitando a  identificação de:  ácido  gálico,  ácido  cafeico,

ácido siríngico, ácido  p-cumárico, resveratrol,  kaempferol,  catequina e epicatequina. O

método também apresentou precisão 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 possível obter uma pontuação de

20,114, classificando o método como verde quando comparado com os da literatura, os

quais obtiveram pontuações que variaram de 28,545 a 125,610. O método desenvolvido

contemplou 8 princípios dos 12 da Química Analítica Verde.

Palavras-chave: Vinhos, cromatografia verde, planejamentos fatoriais, química analítica

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 (2V
7-2) 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.
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1. INTRODUÇÃO

1.1. Vinhos

Não há 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 fermentação mudando seu sabor, odor

e coloração e, a partir de então, o mercado vitivinícola passou a progredir (ARSEGO,

2004).

Obtido a partir da fermentação do suco de uvas frescas, o vinho é um produto com

uma porcentagem alcoólica mínima de 7% (v/v) e está entre as bebidas mais consumidas

pela população (RIZZON, DALLAGNOL, 2007).

A uva se originou na Ásia e se espalhou por todo mundo se tornando uma das

frutas mais consumidas pela população. 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 avanço da tecnologia e o  surgimento de novos fungicidas,  o  Brasil  passou a

cultivar  uvas  da  variedade  europeia,  as  chamadas  Vitis  vinífera  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 área superior  a  80  mil

hectares classificando o país como 14º produtor mundial de uva (PROTAS; CAMARGO;

MELO,  2018).  Em  decorrência  da  extensa  área  de  cultivo  e  da  grande  diversidade

ambiental, existem vários centros produtores de uvas no Brasil, divididos de acordo com a

peculiaridade climática de cada região (SILVA; LAGO-VANZELA ; BAFFI, 2015).

De acordo com dados estatísticos obtidos em 2008,  aproximadamente 55% do

cultivo total de uvas no Brasil são destinados ao consumo in natura e exportação e 45%

destinados a produção de sucos e vinhos, posicionando o Brasil  como o 16º 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 produção do vinho,

cujo cumprimento resulta, obrigatoriamente, em elevação do padrão 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 obtenção de um bom vinho. A matura-

ção é um dos aspectos que mais interferem na qualidade da uva. Abrangendo o período

que vai da mudança de cor até a colheita, o processo de maturação envolve as mudanças

físico-químicas como diminuição da acidez, aumento de pH, síntese de substâncias aro-

máticas e a modificação do sabor. Contudo, muitos fatores podem influenciar a maturação

das uvas, tais como temperatura, adubação, solo, umidade, irrigação, seca, granizo, entre

outros (GRIS, 2010).

Quando se analisa a qualidade de um vinho, não só os parâmetros físico-químicos

de maturação são importantes, mas também o grau de extração de compostos fenólicos

da uva (LINS; SARTORI, 2012).

1.2. Compostos Fenólicos em Vinhos

Caracterizados por apresentarem um ou mais grupos hidroxilas ligados a um anel

benzênico, os compostos fenólicos contribuem diretamente para as características orga-

nolépticas do vinho,  sendo os principais responsáveis pelos parâmetros de qualidade,

como a cor e o sabor (HERNANDEZ et al., 2006).

Os compostos fenólicos presentes nos vinhos são originários da uva, considerada

uma das frutas com a maior concentração desses compostos. Em decorrência da grande

variabilidade estrutural, os compostos fenólicos mais encontrados nas uvas se dividem

em duas classes principais:  Flavonoides e não flavonoides (ABE  et al.,  2007;  SILVA;

LAGO-VANZELA; BAFFI, 2015).

Os flavonoides possuem uma estrutura molecular característica composta por três

anéis, sendo dois deles aromáticos, assumindo um esqueleto C6-C3-C6 (Figura 1). As va-

riações na estrutura molecular pode subdividir os flavonoides em subclasses sendo os

principais  grupos  encontrados  nos  vinhos:  flavonóis,  flavan-3-óis  e  antocianinas  (HI-

RUMA-LIMA et al., 2017; ABE et al., 2007). 

Figura 1. Estrutura característica dos flavonóides
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Os flavonóis são produzidos na casca da uva e, junto as antocianinas, contribuem

para  a  coloração  dos  vinhos  através  do  processo  de  copigmentação.  O  esqueleto

estrutural  dos flavonois possui um grupo hidroxila substituído na posição 3 do terceiro

anel.  Os flavonóis  mais  encontrados nas uvas e,  consequentemente,  nos vinhos são

canferol,  miricetina  e  quercetina  (Figura  2),  sendo  essa  última  a  que  possui  maior

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

 

  Figura 2. Estrutura molecular dos Flavonóis

Os flavan-3-óis mais presentes nos vinhos tintos são 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). 

Figura 3. Estrutura molecular da catequina e epicatequina

As antocianinas,  outra classe de flavonóides,  são provenientes das cascas das

uvas e estão intimamente ligadas a coloração dos vinhos. A sua estrutura é constituída

por três anéis: um anel pirano heterocíclico e dois anéis fenólicos. As antocianinas mais

encontradas nas uvas são peonidina, delfinidina, petunidina e malvidina (Figura 4). Nos vi-

nhos provenientes das uvas V. vinífera, as antocianinas são encontradas na forma mono-

glicosiladas (SILVA; LAGO-VANZELA ; BAFFI, 2015).
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Figura 4. Estrutura molecular das Antocianinas

Na classe dos não flavonoides destacam-se os ácidos fenólicos e os taninos. Com

uma estrutura molecular constituída por um anel benzênico, um grupo carbonila e um ou

mais grupos hidroxilas, os ácidos fenólicos são subdivididos em dois grupos: ácidos ben-

zóicos (C6-C1) e cinânimos (C6-C3) (Figura 5; SOARES, 2002). Os ácidos cinâmicos são

mais comumente encontrados nas cascas e polpas das uvas, enquanto que os ácidos

benzoicos estão presentes apenas nas cascas. Tais compostos não possuem nenhuma

contribuição direta para as características organolépticas dos vinhos, porém, são anteces-

sores  de outros  fenólicos voláteis  que afetam com grande influência  no odor  (SILVA;

LAGO-VANZELA ; BAFFI, 2015).

Figura 5. Estrutura molecular dos ácidos hidroxibenzóicos (A) e hidroxicinâmicos (B).

Os taninos são os responsáveis pelo sabor adstringente característico do vinho,

devido à capacidade dos mesmos se ligarem a proteínas. Os taninos são divididos em

duas categorias: hidrolisáveis e condensados. Os primeiros são derivados de ácidos fe-

nólicos contendo em suas estruturas ligações entre uma molécula de açúcar e um ácido

fenólico. Os taninos condensados são derivados dos flavonoides, sendo formados pela
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polimerização de uma ou mais unidades de catequina ou epicatequina (Figura 6; HERDE-

RICH; SMITH, 2005, HIRUMA-LIMA et al., 2017).

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

Além de todas as características organolépticas, os compostos fenólicos possuem

atividades  antioxidantes,  o  que  lhes  atribui  efeitos  benéficos  para  a  saúde  humana.

(DALL”ANTONIA; ARCHELA, 2013; SOARES et al., 2008).

Os antioxidantes são divididos em primários e secundários. Aqueles atuam através

da reação de hidrogênios com radicais livres, interrompendo a reação radicalar, conver-

tendo-os em produtos mais estáveis e, os antioxidantes secundários, retardam a forma-

ção dos radicais livres por meio de diferentes mecanismos. Os compostos fenólicos são

considerados antioxidantes primários (ANGELO; JORGE, 2006). 

A atividade antioxidante dos compostos fenólicos confere aos vinhos benefícios à

saúde tais como, atividade anticarcinogênica, anti-inflamatória e cardioprotetora (MORA-

ES; LOCATELLI, 2010). Esta última ganhou atenção na área científica com o surgimento

do Paradoxo Francês em 1992, no qual a diminuição de doenças cardiovasculares da po-

pulação era atribuída 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 à classe dos não 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 é uma isomerização do segundo na presen-

ça de luz (SAUTTER et al., 2005; VIAN et al., 2005). Além da prevenção contra doenças
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cardiovasculares, o resveratrol possui ação anti-carcinogênica, anti-inflamatória, antioxi-

dante e hepatoprotetora (FRÉMONT, 1999). 

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

A concentração de compostos fenólicos é dependente de inúmeros fatores como

as condições de clima, o solo e o sistema de plantio da uva. Além do mais, as reações en-

zimáticas e químicas que ocorrem durante o processo de produção do vinho favorecem a

formação de outros compostos de modo que a composição fenólica nos vinhos torna-se

mais complexa que nas uvas (SILVA; LAGO-VANZELA; BAFFI, 2015). 

É visto, portanto, que uma avaliação dos constituintes químicos dos vinhos se faz

necessária para assegurar a sua confiabilidade e, se possível, identificar adulterações no

controle de qualidade dos mesmos. Devido à alta variabilidade estrutural de compostos

fenólicos, a Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) é a técnica mais utilizada

para a identificação dos mesmos através de uma “impressão digital cromatográfica” ou

fingerprint.

As impressões digitais cromatográficas são aceitas desde a década de 90 pela Or-

ganização Mundial da Saúde (OMS) para análise de produtos naturais e foram introduzi-

das com o objetivo de avaliar os constituintes químicos de amostras complexas e fornecer

um controle de qualidade rápido e eficiente (ALAERTS et al., 2007; GAN;YE, 2006). 

Mais de 15 moléculas fenólicas incluindo flavan-3-ols, antocianinas, derivados de

ácido cinâmico, derivados de flavonol e trans-resveratrol que apresentam diferentes ativi-

dades antioxidante foram identificadas por injeção direta do vinho tinto. Esse método de-

senvolvido por Revilla e Ryan (2000) também pode ser usado para análise de vinhos

brancos, bem como para cascas e sementes de uvas.  O método consistiu de uma fase
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móvel composta por acetonitrila e água com pH ajustado para 1,8 com ácido perclórico

em vazão de 0,6 mL.min-1. 

No ano seguinte, Revilla et al., (2001) desenvolveram outro método para a separa-

ção de antocianinas em uvas e vinhos tintos utilizando ACN e água como fase móvel e

uma coluna de fase estacionária C18. O pH da fase móvel foi ajustado para 1,3 e a vazão

estabelecida em 1,5 mL.min-1. Nesse método, o perfil de antocianinas do vinho se mostrou

diferente daquele das uvas com a quantidade de malvidina 3-0-glicosídeo maior no pri-

meiro. Em contrapartida, a concentração de outras antocianinas se mostrou maior nas

uvas. 

Um método simples por CLAE acoplado a um detector de arranjo de fotodiodos e

massas, para análises rotineiras, foi apresentado por Dias, David e David (2016) para a

determinação de quercetina, ácido gálico, ácido cafeico e ácido  p-cumárico em vinhos

brasileiros. Nesse método a fase móvel foi composta por metanol (MeOH) e água acidifi -

cada com ácido fórmico com uma vazão de 0,6 mL.min-1 e uma fase estacionária C18. 

Outro método desenvolvido por Padilha et al., (2017), teve o objetivo de determinar

a composição fenólica de vinhos produzidos na região do Vale São Francisco, considera-

da de clima atípico para a produção de uvas. A fase móvel utilizada pelos autores foi com-

posta por solução de dihidrogenofosfato de potássio com pH ajustado para 2,05, MeOH e

ACN. O método utilizou uma vazão de 0,6 mL.min-1, uma temperatura de 40 ºC e uma

fase estacionária C18. O método foi capaz de quantificar 20 compostos fenólicos. 

Com vinhos produzidos na mesma região, outro método foi utilizado por Dias et al.,

(2010), para a determinação da concentração de catequina e epicatequina. O método faz

uso de uma fase móvel composta por MeOH, ácido acético e água com uma vazão de 1,0

mL.min-1 e coluna de fase estacionária C18. 

Dois métodos de análise por CLAE foram utilizados por Ivanova-Petropulos et al.,

(2015) para a análise de 65 compostos fenólicos em três diferentes tipos de vinhos (um

de variedade típica da Macedônia e dois populares). O método para a análise de antocia-

ninas foi realizada utilizando uma coluna de fase estacionária C18 em uma temperatura de

40 ºC. A fase móvel foi constituída por ACN, água e ácido fórmico com uma vazão de 0,63

mL.min-1. Para a análise de outros compostos fenólicos foi utilizado um segundo método

com a mesma vazão, mesma fase estacionária e fase móvel composta pelos mesmos sol-

ventes, porém, em proporções diferentes de eluição.
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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 análises rotineiras com intuito de evitar fraudes na produção de vinhos.

Para a determinação 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 injeção direta e comprovaram a presença do isô-

mero trans-resveratrol em apenas 8 vinhos brancos e em todos os vinhos tintos. O méto-

do utilizou uma coluna de fase reversa C18 e uma fase móvel composta por água e ACN

em uma vazão de 1,0 mL.min-1. 

Bem como os trabalhos citados, Archela; Dall”Antonia (2013) e Dias (2010)  apre-

sentam outros enfatizando que muito já foi estudado para análise de compostos fenólicos

em vinhos. No entanto, é possível perceber que tais trabalhos fazem uso dos solventes

acetonitrila e metanol, considerados tóxicos, que podem prejudicar desde o meio ambien-

te até a saúde do analista. 

Assim, a preocupação com o meio ambiente junto com a pressão sobre as indústri-

as no que se refere a gerações de subprodutos tóxicos têm 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 químicos citados, uma estraté-

gia válida para a diminuição dos impactos negativos na análise de vinhos seria a utiliza-

ção da cromatografia verde, ou seja, a aplicação dos conceitos de Química Analítica Ver-

de no desenvolvimento de fingerprints. 

1.3. Química Analítica Verde

A química verde é a ciência que visa prevenir ou reduzir os impactos ambientais

negativos através de uma abordagem eficaz baseada em 12 princípios básicos, propostos

por Anastas e Warner (1998), que quando aplicados, garantem benefícios à saúde e ao

meio ambiente, através da diminuição de resíduos tóxicos, baixas contaminações e queda

de gastos durante processos industriais.

A química verde se tornou de fundamental importância nos Estados Unidos com a

publicação da Lei de Prevenção da Poluição no ano de 1990 que visava gerenciar as

questões ambientais no meio industrial, de modo que não houvesse a formação de sub-

produtos tóxicos que necessitassem de um tratamento especial (ANASTAS, 1999).
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Com o surgimento dos doze princípios (PRADO, 2003), a química verde ganhou

força não apenas na área acadêmica, mas também nas grandes indústrias farmacêuticas

que visavam maximizar a eficiência de um processo químico ao mesmo tempo em que a

saúde humana e o meio ambiente eram preservados (FARIAS; FÁVARO, 2011; SANDRA

et al., 2010). 

Seus princípios são:

1. Prevenir a formação de subprodutos;

2. Economia de átomos;

3. Sínteses com compostos de menor toxidade;

4. Desenvolvimento de compostos seguros;

5. Evitar o uso de solventes e auxiliares;

6. Diminuir a energia gasta durante um processo químico;

7. Utilização de substâncias recicladas;

8. Diminuição de derivativos;

9. Uso de catalisadores;

10.Desenvolvimento de compostos para degradação;

11. Controlar a formação de compostos tóxicos para a prevenção da poluição;

12.Uso de substâncias seguras para evitar acidentes tais com explosões e incên-

dios.

Formulados para atender as necessidades da química sintética e orgânica, volta-

das para diferentes áreas das indústrias químicas, os doze princípios foram aprimorados

de modo que os mesmos fossem aplicados diretamente em laboratórios analíticos. Nesse

contexto, surgiu no início dos anos 2000 a Química Analítica Verde (Green Analytical Che-

mistry, GAC) (GALUSZKA; MIGASZEWSKI; NAMIESNIK, 2013). 

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

atinjam parâmetros de precisão, seletividade e exatidão adequados através de alternati -

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

1. Evitar tratamento de amostras;

2. Utilizar quantidades mínimas de amostras;

3. Realizar medições in situ;

4. Integralizar processos analíticos com o objetivo e reduzir consumo de energia e

uso de reagentes;

5. Utilizar métodos miniaturizados e automatizados;

6. Evitar derivação;
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7. Gerar a menor quantidade de resíduos possível e tratá-los adequadamente;

8. Preconizar a utilização de métodos multiparamétricos;

9. Minimizar o uso de energia;

10.  Utilizar reagentes sintetizados a partir de fontes renováveis;

11. Substituir reagentes tóxicos por atóxicos;

12. Aumentar a segurança do analista.

A eliminação ou redução de resíduos gerados pela CLAE pode ser alcançada atra-

vés da utilização de colunas cromatográficas com maior eficiência de separação, o que

permite análises mais rápidas, menor vazão e, consequentemente, menor consumo de

solvente. Outra alternativa, não menos importante, é a substituição de solventes e modifi-

cadores orgânicos tóxicos por atóxicos. Nesta estratégia, as análises poderão se realiza-

das em sistemas aquecidos que permitam diminuir a viscosidade e alterar a seletividade

da fase móvel (SANDRA et al., 2010)

O solvente mais utilizado nas análises por CLAE é a acetonitrila em decorrência

das suas características que contribuem para a obtenção de ótimos resultados. Acetonitri-

la apresenta baixa acidez, reatividade química reduzida, baixa absorbância no ultravioleta,

capacidade de dissolução em uma ampla gama de solutos e é compatível com a espec-

trometria de massas. Porém, por apresentar elevada toxicidade, a sua substituição por

solventes mais verdes é prioridade (SANDRA et al., 2010).

Atrelado à preservação ambiental, a economia de tempo e energia são outros prin-

cípios  fundamentais  que  compõem  a  GAC  e  a  utilização  de  abordagens  que  visem

atendê-los, concomitantemente, se faz necessária. A utilização de Planejamentos Experi-

mentais é a melhor alternativa que colabora de maneira significativa com a redução no

uso de solventes, com a diminuição de energia e, consequentemente, influenciam positi -

vamente na geração de resíduos e no tempo de análise. 

1.4. Planejamentos Experimentais: Abordagem Multivariada

Na maioria das vezes, estudos químicos são realizados através de abordagens

univariadas,  a  qual  pode  ser  considerada  como  um  método  sequencial,  ou  seja,  a

resposta ótima é investigada analisando-se um fator por vez. Porém, além de requerer

uma  quantidade  elevada  de  experimentos,  esta  técnica  não  pode  ser  considerada

eficiente  em  sistemas  químicos,  pois  métodos  univariados  podem  induzir  erros  na

resposta final, não sendo adequados (EIRAS; COSCIONE; ANDRADE, 2000).
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A fim de superar este obstáculo e visto que os recursos financeiros no Brasil estão

reduzidos,  pesquisadores buscam alternativas  rápidas,  eficientes  e  que gerem ótimos

resultados no desenvolvimento de experimentos  (CUNICO et al., 2008). O método mais

adequado para esta questão é a utilização de técnicas multivariadas, que se baseiam no

estudo  simultâneo  de  todas  as  variáveis  envolvidas  no  processo  (NEVES;

SCHVARTZMAN; JORDÃO, 2002).

Além de estudar os fatores (variáveis) ao mesmo tempo, outras duas vantagens se

destacam na utilização de  planejamentos  multivariados,  tais  como:  a  investigação da

interação entre as variáveis envolvidas e a construção de funções matemáticas capazes

de prever a melhor região de valores para a obtenção da melhor resposta (COSCIONE;

FALCÃO; ANDRADE, 2006).

A abordagem multivariada envolve um procedimento  composto  de duas etapas

principais. A primeira delas é a uma analise robusta com o objetivo de determinar quais

variáveis e interações são as mais importantes no processo em estudo, ou seja, quais vão

influenciar significativamente a resposta de interesse. A segunda consiste em um ajuste

fino com o intuito de encontrar a região com a melhor combinação de valores para as

variáveis (COSCIONE; FALCÃO; ANDRADE, 2006). 

Na realização da primeira etapa, também chamada de “triagem”, o planejamento

experimental fatorial é o mais utilizado (TEÓFILO; FERREIRA, 2005). Nele as variáveis

são investigadas em dois níveis, os quais são valores que estas variáveis podem assumir,

delimitando um domínio experimental em um nível inferior e superior – representado por

sinal negativo e positivo, respectivamente (NOVAES et al., 2017). 

O planejamento fatorial pode ser dividido em completo e fracionário. O primeiro

pode ser representado por 2k, em que k representa o número de fatores investigados e o

2 a quantidade de níveis (inferior e superior). Portanto, em um sistema com 2 fatores, por

exemplo, o número de experimentos realizados seriam 4. Contudo, quando o número de

fatores aumenta, este planejamento torna-se irrelevante em decorrência da quantidade de

experimentos  necessários  à  medida  que  um fator  é  adicionado  ao  estudo  (BARROS

NETO; SCARMÍNIO; BRUNS, 2001). Desta maneira, um planejamento fatorial fracionário

pode ser utilizado quando o número de variáveis exceder 4 e, assim, obtiver as mesmas

conclusões  de  um  planejamento  fatorial  completo  com  menos  esforço  (TEÓFILO;

FERREIRA, 2005).

Um  planejamento  fatorial  fracionário  é  construído  utilizando  frações  de  um

planejamento completo. Pode ser representado por 2k-n, em que k é o número de variáveis
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e  n é o tamanho da fração.  No planejamento fatorial  fracionário,  os efeitos principais

podem se confundir com efeitos de interação e esta confusão está intimamente ligada à

fração, que por sua vez, determina a resolução. Resolução pode ser definida como a

ordem  em  que  os  efeitos  são  negligenciados  no  planejamento.  Efeito  é  a  mudança

ocorrida na resposta pela alteração da variável do nível inferior (-) para superior (+) ou

vice-versa (BARROS NETO; SCARMÍNIO; BRUNS, 2001). 

A segunda  etapa  da  abordagem  multivariada  corresponde  a  uma  otimização,

também  chamada  de  “ajuste  fino”,  ou  seja,  encontrar  os  melhores  valores  para  as

variáveis,  consideradas  significativas  na  etapa  de  triagem,  através  da  análise  de

superfícies de respostas (TEÓFILO; FERREIRA, 2005).

Os planejamentos mais utilizados na etapa de otimização são os Planejamentos de

Composto  Central  (Central  Composite  Design,  CCD),  Box-Behnken  (BB)  e  Doehlert

(DoE), sendo este último considerado o mais eficiente por utilizar uma quantidade menor

de experimentos e  investigar  as  variáveis  mais importantes em um número maior  de

níveis (PEREIRA FILHO, 2015).

O Planejamento CCD é composto por  três partes sendo elas um planejamento

fatorial fracionário ou completo, uma parte representando os experimentos axiais e outra

os experimentos no ponto central. Os pontos axiais (ou estrela) são responsáveis pela

ortogonalidade do planejamento sendo equidistantes do ponto central (LUNDSTEDT et

al.,  1998). O número de experimentos  (N)  a serem realizados pelo  CCD é calculado

através da Equação 1, onde K e C0 correspondem ao número de variáveis e experimentos

no ponto central, respectivamente.

N = 2K + 2K + C0

Equação 1. Determinação do número de experimentos no CCD

Assim  como  o  CCD,  o  planejamento  BB  é  outra  alternativa  para  estimar

coeficientes  de  segunda  ordem  de  um  modelo  matemático,  contudo,  os  fatores  são

estudados em apenas três níveis.  O número de experimentos (N) necessários para a

utilização do planejamento e dado pela Equação 2, onde  K corresponde ao número de

variáveis e C0 aos experimentos no ponto central. 

27



N = 2k (k-1) + C0

Equação 2. Determinação do número 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  variáveis  em um

domínio experimental maior, uma vez que o número de níveis não é mesmo para cada

variável em decorrência de sua importância estatística, o que comprova sua eficiência. O

domínio experimental de uma matriz Doehlert pode ser circular, esférico ou hiperesférico

para duas, três ou quatro variáveis, respectivamente (FERREIRA et al., 2004).

O número total de experimentos do DoE (N) é dado pela Equação 3, da qual K e

C0 correspondem  ao  número  de  variáveis  e  experimentos  no  ponto  central,

respectivamente (FERREIRA et al., 2004),

N = k2 + k + C0,

Equação 3. Determinação do número de experimentos no DoE

Utilizado desde 1989, o DoE tem ganhado espaço na área da cromatografia sendo

utilizado em métodos voltados para análises de espécies vegetais, produtos farmacêuti-

cos, petróleo e derivados, além de sua aplicação em cromatográfica capilar (HUN; MAS-

SART, 1989, FERREIRA, et al.,2004). 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS

O presente trabalho demonstrou que,  a partir  de uma abordagem multivariada,

utilizando  planejamentos  experimentais,  é  possível  desenvolver  um  método  para

obtenção de perfil cromatográfico de vinhos brasileiros por CLAE-DAD de uma maneira

racional, rápida, eficiente e com menor número de análises do que um desenvolvimento

de tentativa e erro.

O método demonstrou ser seletivo na identificação de ácido gálico,  resveratrol,

ácido cafeico, ácido p-cumárico, kaempferol, ácido siríngico, catequina e epicatequina em

amostras comerciais de vinhos tintos. 

Durante  todo  o  processo  de  desenvolvimento  do  método  cromatográfico,  este

trabalho  utilizou  alternativas  seguras  voltadas  desde  a  saúde  do  analista  até  a

preservação ambiental. Os conceitos de química verde estiveram presentes do início ao

fim  do  desenvolvimento,  desde  a  preparação  da  amostra  até  a  obtenção  do  perfil

cromatográfico, o que enaltece a sua grande vantagem em relação a outros métodos com

os mesmos propósitos encontrados na literatura. 

Este trabalho abordou 8 dos 12 princípios da GAC (GALUSZKA; MIGASZEWSKI;

NAMIESNIK, 2013):

● Pequenas quantidades de amostra foram utilizadas para as análises convergindo

com o Princípio 2;

● Foi utilizado EtOH e água como fase móvel, cujo descarte pode ser realizado sem

impacto ambiental convergindo com o Princípio 11 e que também está de acordo

com os Princípios 10 e 12 que estabelece a segurança do analista e o uso de

solventes de fontes renováveis (EtOH grau alimentício).

● Em nenhum momento durante o desenvolvimento cromatográfico houve geração

de resíduos que necessitassem de um tratamento especial, o que vai de encontro

com o Principio 7.

● A utilização  de  planejamentos  experimentais  converge  com  o  Princípio  8  que

defende  a  utilização  de  abordagens  multiparamétricas.  Ao  mesmo  tempo  foi

responsável por reduzir o consumo de energia e solventes, o que está de acordo

com os Princípios 9 e 4, respectivamente

Os  resultados  aqui  apresentados  contribuem  para  a  utilização  do  método  em

possíveis controles de qualidade de vinhos tintos, de modo que os principais compostos
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fenólicos  responsáveis  pelas  características  organolépticas  dos  mesmos  sejam

identificados. 

É  importante  ressaltar  que  é  possível  conseguir  métodos  tão  verdes  quanto  o

método desenvolvido, mesmo com solventes tóxicos, como ACN e MeOH, utilizando a

Cromatografia Líquida de Ultra Eficiência (CLUE), cujo sistema utiliza quantidades em

escala micro. 

O método desenvolvido neste trabalho mostrou-se compatível com equipamentos

para CLAE comuns, com pressão abaixo de 15 Mpa, cuja instrumentação requer menor

investimento, quando comparado com o sistema CLUE, o que favorece a utilização desse

método por pequenos laboratórios.
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